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(57) Abstract 



The invention relates to a method for detennining 7--secretase activity, to individual components of the method and the application 
of the method. The invention provides a novel method for determining 7-sccretase activity and for detecting 7~secietase; particular 
embodiments of the method relate to methods for identifying a 7-sccretase or a cDNA which codes for a 7-secietase and methods for 
identifying substances which can inhibit the activity of a 7-sccretasc. Substances of this type are particularly significant since they can be 
used. e.g. as pharmaceutical active agents, e.g. for treating Alzheimer's disease. 

(57) Zusammenfossung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahrcn zur Bestimmung der 7-Sckrctase-Aktivitat. einzelne Komponenten des Verfahrens und die 
Anwendung des Verfahrens. Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein neues Vcrfahrra zur Bestimmung der 7-Sekretase-Aktivitat 
und zum Nachweis von 7-Sekrctase; besondere Ausftthningsfonncn des Verfahrens betrcffcn einerseits Verfahren zur Identifiziening einer 
7-Sekrctase bzw. einer cDNA. die fOr eine 7-Sekretase kodiert und andererseits Ver^EOuen zur Identifizierung von Substanzen. die die 
Aktivitat einer 7-Sekretase inhibieren kOnnen. Solchen Substanzen kommt eine besondere Bedeumng zu. da sie z3. als phaimazeutische 
Wirkstoffe, z.B. zur Behandlung der Alzheimer*schen Krankhcit, verwendet weiden kOnnen. 



BEST AVAILABLE COPY 



LEDIGUCH ZUR INFORMATION 

Codes zur Idesntifiziemng von PCT-Veitragsstaaten auf den Kopfbftgcn dcr Schriften, die intcmationale Anmeldungen gemSss dcm 
PCX verdffentlichen. ^ * 



AL 


Albanien 


ES 


Sp&nteo 


LS 


Lesotho 


SI 


Slowenieo 


AM 


Annenten 


n 


Finnfauid 


LT 


Lilatien 


SK 


Slowakei 


AT 


Osterreich 


FR 


Frankitich 


LU 


Luxemburg 


SN 


Senegal 


AU 


Austral icn 


OA 


Gabun 


LV 


LcttTand 


sz 


Swasiland 


AZ 


Aserbaidschan 


GB 


Vereinigtes Kdnigreich 


MC 


Monaco 


TD 


Tschad 


BA 


Bosnien-Herzcgownui 


GE 


Georgien 


MD 


Republik Moldau 


TG 


Togo 


BB 


Barbados 


GH 


Ghana 


MG 


Madagaskar 


TJ 


Tadschikistan 


BE 


Belgien 


GN 


Gumca 


MK 


Die ehemalige jugoslawische 


TM 


Turkmenistan 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Griechenland 




Republik Mazedonien 


TR 


TIbkei 


BG 


Bulgarien 


HU 


Ungvn 


ML 


Mali 


TT 


Trmidad und Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


Mand 


MN 


Mongolei 


UA 


Uknine 


BR 


Brasilten 


IL 


brael 


MR 


Mauietanien 


UG 


Uganda 


BY 


Belarus 


IS 


Island 


MW 


Malawi 


US 


Veieinigte Staaten von 


CA 


Kanada 


IT 


Ttalien 


MX 


Mexiko 




Anierifca 


CF 


Zentralafnkanisclie Republilc 


JP 


Japan 


NE 


Niger 


UZ 


Usbekistan 


CG 


Kongo 


KE 


Kenia 


NL 


Niederlande 


VN 


Vietnam 


CH 


Schweiz 


KG 


Ktigbistan 


NO 


Nonvegen 


YU 


Jugoslawien 


a 


C6tc d'Woire 


KF 


Demokrattsche Volksftpublik 


NZ 


Neuseeland 


ZW 


Zhnbabwe 


CM 


Kamerun 




Korea 


PL 


Polen 




CN 


China 


KR 


RepuUik Korea 


PT 


Portugal 






CU 


Kuba 


KZ 


Kaaachstan 


RO 


RamBnien 






CZ 


Tschechische RepuUik 


LC 


St Luda 


RU 


Rtusische FOdention 






DE 


Deutsdiland 


U 


Ltochtfiiistein 


SO 


Sudan 






DK 


DanemaHc 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Schweden 






EE 


Bstland 


LR 


Liberia 


SG 


Singi^or 








PCT/EP99/09234 



A^-PEPTID SCREENING ASSAY ■■ 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung der y-Sekretase Aktivitat, 
einzelne Komponenten des Verfahrens und die Anwendung des Verfahrens. 

Bei der Aizlieimer'sclien Krankheit (Morbus Alzheimer) handelt es sich urn eine 
neurodegenerative Erkrankung des Gehims, die auf zelluldrer Ebene mit einem 
massiven Verlust von Neuronen im limbischen System und im cerebralen Cortex 
einher gelit. Auf molekularer Ebene lassen sich in den betroffenen Gehirnarealen 
Proteinablagemngen, sogenannte Plaques, nachweisen, die ein wesentliches 
Charakteristikum der Alzheimer'schen Krankheit darstellen. Das am haufigsten in 
diesen Plaques vorkommende Protein ist ein 40 bis 42 Aminosauren grolies Peptid, 
das als Ali-Peptid bezeichnet wird. Bei diesem Peptid handelt es sich um ein 
Spaltprodukt eines wesentlich grfiReren Proteins von 695 bis 770 Aminosauren, dem 
sogenannten Amyloidvorlauferprotein (Amyloid Precursor Protein; APP). 

APP ist ein integrates Transmembranprotein, das die Lipiddoppelschicht einmal 
durchquert. Der weitaus grQIite Teil des Proteins liegt extrazelluiar. wShrend die 
kUizere C-terminale Domane in das Cytosol gerichtet ist (Figur 1). Das AB-Peptid ist 
in Figur 1 dunkelgrau dargestelit. Etwa zwei Drittel des AB-Peptids stammen aus der 
extrazelluiaren Domane und etwa ein Drittel aus der Transmembrandomane von 
APP. 

Neben dem membranstandigen APP laBt sich eine sekretierte Fonm des Amyloid 
Voriauferproteins nachweisen, die aus der groRen Ektodomane des APPs besteht 
und als APPsec („sekretiertes APP") bezeichnet wird. APPsec entsteht aus APP 
durch proteolytische Spaltung, die durch die a-Sekretase erfolgt. Die proteolytische 
Spaltung findet an einer Stelle der Aminosauresequenz von APP statt, die innerhalb 
der Aminosauresequenz des AR-Peptids liegt (nach Aminosaurerest 16 des AB- 
Peptids). Eine Proteolyse von APP durch die a-Sekretase schlieBt damit die Bildung 
des AB-Peptids aus. 



ERSATZBLATr(REGEL26) 
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Das Afl-Peptid kann also nur auf einem altemativen Prozessierungsweg aus APP 
gebildet werden. Es wird postuliert, dafl an diesem Prozessierungsweg zwei weitere 
Proteasen beteiligt sind, wobei die eine Protease, die als (i-Sel<retase bezeichnet 
wird, am N-Terminus des AK-Peptids im APP schneidet und die zweite Protease, die 
5 als y-Sekretase bezeichnet wird, den C-Terminus des AR-Peptids freisetzt (Kang, J. 
et al., Nature, 325. 733) (Figur 1). 



Bisher konnte keine der drei Sekretasen bzw. Proteasen (a-Sekretase, H-Sekretase, 
Y-Sekretase) identifiziert werden. Die Kenntnis der Sekretasen ist jedoch von gro(lem 

10 Interesse, insbesondere im Rahmen von Untersuchungen zur Aizheimer'schen 
Krankheit und zur Identifizierung der beteiligten Proteine, die dann wiedemm als 
Targets in weiterfuhrenden Studien eingesetzt werden konnen. Zum einen konnte 
die Inhibition der (I- und insbesondere der y-Sekretase zu einer Reduktion der Ali- 
Produktion ftihren, zum anderen kdnnte eine Aktiviemng der a-Sekretase die 

15 Prozessierung von APP in APPsec steigern und wurde damit gleichzeitig die 

Entstehung des A(i-Peptids reduzieren. Ein transgener C. elegans. der im Rahmen 
solcher Untersuchungen Anwendung finden wird, ist in der unveroffentlichten 
Deutschen Patentanmeidung mit dem Aktenzeichen 198 49 073.9 beschrieben. 

20 Es gibt viele Hinweise darauf, da(l das All-Peptid be! dem Auftreten der 

Aizheimer'schen Krankheit ein entscheidender Faktor ist. Unter anderem wird eine 
Neurotoxizitdt von AO-Fibrillen in Zellkultur postuliert (Yankner, B.A. et al., (1990) 
Proc Natl Acad Sci USA,87, 9020). Auch tritt bei Patienten mit Down Syndrom, bei 
denen APP in einer zusatzlichen Kopie vorkommt die fQr den Morbus Alzheimer 

25 charakteristische Neuropathologie bereits im Alter von 30 Jahren auf. Dabei wird 
angenommen, dad der Gberexpression von APP eine erhOhte Umsetzung in das A(l- 
Peptid folgt (Rumble. B. et al., (1989). N. Engl. J. Med.. 320. 1446). 
Den vielleicht st^rksten Hinweis auf die zentrale Rolle des AK-Peptids stellen die 
familiaren Foniien der Aizheimer'schen Krankheit dar. Hier finden sich Mutationen 

30 im APP-Gen um den Bereich der II- und y-Sekretaseschnittstellen oder in zwei 
weiteren AD-assoziierten Genen (Presenilinen), die in Zellkultur zu einer 
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wesentlichen Erhohung der A(i-Produktion fuhren (Scheuner, D. et aL. (1996), 
Nature Medicine, 2, 864). 

Es gibt eine Reihe von Hinwelsen darauf, dal^ APP bei seiner Prozessierung in das 
A(i-Peptid zunachst durch die IJ-Sekretase geschnitten wird urn im Anschluli daran 
als Substrat ftir die y-Sekretase zu dienen (Mamyama, K. Y. et al., (1994) Biochem. 
Biophys Res Commun, 202, 1517; Estus, S, et a!., (1992), Science, 255, 726 ). Der 
Y-Sekretase kommt daher bei der Entstehung des All-Peptids eine entscheidende 
Rolle zu. Als Nachweis fOr die AktivitSt der y-Sekretase dient Qblicherweise die 
Detektion des A(i-Peptids die sich allerdings haufig schwierig gestaltet. 

Ein wesentlicher Gmnd hierfur liegt darin, dali nur ein geringer Teil von APP in das 
A(l-Peptid umgesetzt wird (Simons IVI, et al., Neurosci (1996) 1;16(3):899-908). 
Dariiber hinaus ist das A(i-Peptid ein nur sehr kleines Bmchfragment von etwa 4 
kDa und besitzt aufgrund seines hydrophoben Charakters eine starke Tendenz zur 
Selbstagg rogation so dal^ es unter physiologischen Bedingungen ieicht ausfdilt 
(Hilbich. C. etal.. (1991) J. Mol. Biol.. 218, 149). 

Der Nachweis des Ali-Peptids in eukaryotischen Zellen erfolgt uber 
immunobiologische Methoden wie z.B. ELISA, Immunprdzipitation und Western- 
Blotting (Suzuki, N. et al.. Science 1994, 27, 264(5163) 1336; Haass, C. et al., 
(1992) Nature, 359, 322). Diese Verfahren sind relativ aufwendig, da sie die 
Inkubation mit entsprechenden Antikfirpern Implizleren und einen Aufschlud der 
venvendeten Zellen aus Zellkultur oder Modellorganismen (u.a. C. elegans) 
erfordem. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein neues Verfahren zur Bestimmung der 
Y-Sekretase Aktivitdt und zum Nachweis von y-Sekretase; besondere 
AusfQhrungsformen des Verfahrens betreffen einerseits Verfahren zur Identlfizierung 
einer y-Sekretase bzw. einer cDNA, die fur eine y-Sekretase kodiert und 
andererselts Verfahren zur Identlfizierung von Substanzen, die die Aktivitat einer 
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Y-Sekretase inhibieren kflnnen. Solchen Substanzen kommt eine besondere 
Bedeutung zu. da sie z.B. als pharmazeutische Wirkstoffe. z.B. zur Behandlung der 
Alzheimer schen Krankheit, verwendet warden kflnnen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweis von y- 
Sekretase, wobei 

1 . ein Transgen bereitgestellt bzw. verwendet wird, das ein Fusionsprotein 
kodiert und folgende Bestandteile enthait: 

a) eine erste Nukleotidsequenz, die fOr ein Protein, das die 
Aminosauresequenz GAIIGLMVGGWIATVIVITLVML (SEQ ID NO. 1) enthait. 
kodiert, 

b) am 5'-Ende der ersten Nukleotidsequenz eine zweite Nukleotidsequenz, 
die for ein Signalpeptid kodiert, 

c) einen Promotor und 

d) gegebenenfalls weitere kodierende und/oder nicht-kodierende Nukleotid- 
sequenzen; 

2. dieses Transgen in eine Zelle eingebracht und das Fusionsprotein 
exprimiert wird; 

3. das Fusionsprotein durch in der Zelle vorliegende y-Sekretase innerhalb 
der Aminosauresequenz SEQ ID NO. 1 gespalten wird, wodurch ein erstes 
Teilprotein, das die Aminosauresequenz GAIIGLMVGGW (SEQ ID NO. 2) 
enthait und ein zweites Teilprotein, das die Aminosauresequenz VIVITLVI\/IL 
(SEQ ID NO. 3) enthait, gebildet werden und 

4. das erste Teilprotein und/oder das zweite Teilprotein detektiert werden. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zum Nachweise der Aktivitat von 

Y-Sekretase, wobei 

1. ein Transgen bereitgestellt bzw. venvendet wird, das ein Fusionsprotein 

kodiert und folgende Bestandteile enthait: 

a) eine erste Nukleotidsequenz, die fUr ein Protein, das die 

Aminosauresequenz GAIIGLMVGGWIATVIVITLVML (SEQ ID NO. 1) enthait, 

kodiert, 
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b) am 5'-Ende der ersten Nukieotidsequenz eine zweite Nukleotidsequenz, 
diefUrein Signalpeptid kodiert, 

c) einen Promotor und 

d) gegebenenfalls weitetB kodierende und/oder nicht-kodierende Nukleotid- 
sequenzen; 

2. dieses Transgen in eine Zelle eingebraclit und das Fusionsprotein 
exprimiert wird; 

3. das Fusionsprotein durch in der Zelle vorliegende y-Sekretase innerhalb 
der AminosauresequenzSEQ ID NO. 1 gespalten wird, wodurch ein erstes 
Teilprotein, das die AminosSuresequenz GAIIGLMVGGW (SEQ ID NO. 2) 
enthait und ein zweites Teilprotein, das die AminosSuresequenz VIVITLVML 
(SEQ ID NO. 3) enthdlt, gebildet werden; 

4. die Menge an zweitem Teilprotein bestimmt und aus der Menge an 
gebildetem zweitem Teilprotein die Aktivitdt der y-Sekretase bestimmt wird. 

Die Verfahren (,Ali-Peptid Screening Assay", .y-Sekretase Assay") sind zum in vivo 
Nachweis einer y-Sekretase bzw. der Aktlvitdt einer y-Sekretase geeignet, wobei die 
Verfahren universell, auch z.B. im Hochdurchsatzscreening („HTS") eingesetzt 
werden kdnnen. Die Verfahren weisen die oben erwShnten Nachteile herkOmmlicher 
Nachweisverfahren nicht auf, insbesondere sind aufwendige isoliemngs- und 
Detektionsschritte nicht notwendlg. Gmndlage der Verfahren ist, dali das C- 
terminale APP-Fragment, das durch die y-Sekretase in zwei Fragmente - ein erstes 
Teilprotein, das die Aminos§uresequenz GAIIGLMVGGW (SEQ ID NO. 2) enthait 
und ein zweites Teilprotein, das die Aminosauresequenz VIVITLVML (SEQ ID NO. 
3) enthait - geschnitten wird, wobei das zweite Teilprotein, das die 
Aminosauresequenz VIVITLVML (SEQ ID NO. 3) enthSIt, in das Cytosol der Zelle 
diffundiert (Figur 2). Im Cytosol einer Zelle kann dieses zweite Teilprotein, z.B. mit 
Hilfe eines Reporteigens, ieicht detektiert werden; es dient als Nachweis fOr eine y- 
Sekretase bzw. die Aktivitat einer y-Sekretase. Die y-Sekretaseschnittstelie ist in der 
TransmembrandomSne des APP lokalislert (Kang, J. et al.. (1987) Nature, 325, 733). 
Die APP-TransmembrandomSne hat die Aminosauresequenz GAIIGLMVGGW40 
IA42 TVIVITLVML. Die y-Sekretase schneidet nach V40, A42 Oder T43. Im Gegensatz 
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dazu wird das AH-Peptid, das von eukaryotischen Zelle in Zellkultur produziert wird. 
in den MediumQberstand sej^retiert. 



Mit IHilfe eines geelgneten Reportersystems kann die Freisetzung des zweiten 
5 Teilproteins die Expression eines Reporteiproteins aktivleren, das in eukaryotischen 
Zellen detektiert werden kann. Durcli den Nacliweis des Reporterproteins kann 
nachgewiesen werden, daU ein y-Sekretaseschnitt im APP stattgefunden hat. 
Dadurch kann die y-Sekretase bzw. die AktivitSt der y-Sekretase quaiitativ und/oder 
quantitativ bestimmt werden. 

10 

Die Bestandteile des Verfahrens kdnnen wie folgt nSher charakterisiert werden: 



Die erste Nukleotidsequenz kodiert fQr ein Amybid Vorlduferprotein (APP) oder 
einen Teil davon. Vorzugsweise kodiert die erste Nukleotidsequenz fQr ein Protein, 
1 5 das die AminosSuresequenz (SEQ ID NO. 4) enthSIt; SEQ ID NO. 4 enthait SEQ ID 
NO. 1. 



Die zweite Nukleotidsequenz kodiert f£tr ein Signaipeptid, vorzugsweise fUr das 
Signalpeptid von APP (nachfblgend „SP" abgekQizt). Das Signaipeptid enthait 
20 belspielsweise die AminosSuresequenz SEQ ID NO. 5. 

Als Promotor kann ein regulierbarer Oder ein konstitutiver Promoter venwendet 
werden. Der Promotor kann belspielsweise fQr die Expression In SSugetierzeilen, in 
C. elegans, in Hefe oder in Drosophila geeignet seln. Als Promotoren fQr 

25 Saugetlerzellen sind z.B. der CMV (z.B: Clontech, Heidelberg, Deutschland), HSV 
TK {z.B. Clontech), RSV (z.B. Invitrogen, NV Leek, Niederiande), SV40 (z.B. 
Clontech) und LTR (z.B. Clontech) geeignet. Als Promotoren fur C. elegans kGnnen 
Z.B. unc119, unc54, hsp16-2, GoA1 und sel-12 venwendet werden. Fur die 
Expression in Hefe sind die Promotoren ADH1 (konstitutiv) (VIckova et al. (1994) 

30 Gene, 25(5), 472-4), Gall (konditionell induzierbar) (Selleck et al. (1987) Nature 325, 
173-7), MET3 (konditionell) (Cherest et al. (1987) Mol Gen Genet 210, 307-13) und 
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Met 25 geeignet. in Drosophila kdnnen z.B. die Promotoren MT (l\ietatlothionin) (z.B. 
Invitrogen), Ac5 (invitrogen) Oder Ds47 (Invitrogen) verwendet werden. 

Vorzugsweise wird in dem Verfahren eine eulcaryotische Zelle eingesetzt, 
5 beispielsweise eine humane Zelle oder eine nicht-liumane Zelle, z.B. Affe, Hamster. 
i\^aus, Drosopiiila Zebrafiscli oder Hefe. Beispielsweise kann eine HeLa, 293, H4, 
SH-SY5Y, H9, Cos, CHO, N2A, SL-2 oder Saccharomyces cerevisiae Zelle 
eingesetzt werden. In einer besonderen Ausfillirungsform der Erfindung wird eine C. 
elegans Zelle eingesetzt. Die Zelle kann Bestandteil eines transgenen, nicht- 
10 liumanen Tieres sein. In einer besonderen Ausfulirungsfomri kann die transgene 
Zelle Bestandteil eines transgenen C. elegans sein. Insbesondere betrifft die 
Erfindung Verfahren, bei denen Hefezellen, z.B. vom Stamm MAV203 (Life 
Technologies, Rockville, MD. USA) oder EGY 48 (OriGene Technologies, Inc. 
Rockville, MD, USA), venvendet werden. 

15 

Das Transgen kodiert fur ein Fusionsprotein; dies setzt sich zusammen aus den 
Teilproteinen die durch die erste und die zweite Nukleotklsequenz und 
gegebenenfalls weitere Nukleotidsequenzen kodiert werden. Das Fusionsprotein 
enthfiit also das erste Teilprotein und das zweite Teilprotein und ggf. ein weiteres 
20 Teilprotein, Das Fusionsprotein hat beispielsweise die Aminos§uresequenz SEQ ID 
NO. 6. 



Insbesondere kann in dem Verfahren ein Transgen eingesetzt werden, das die 
Nukleotidsequenz SEQ ID NO. 8 hat In besonderes bevorzugten 

25 AusfUhrungsfomien des Verfahrens liegt das Transgen in einem Vektor vor. Der 
rekombinante Vektor kann die Nukleotidsequenz SEQ ID NO. 9 haben. Diese 
spezielle Ausfiihrungsform der Erfindung wird auch als SP-C100-Gal 4-VP16 
System bezeichnet. Dabei wird ein Fusionsprotein bestehend aus dem Signalpeptid 
von APP, dem CI 00 Fragment von APP. Gal4 und VP16 exprimiert. Dieses in der 

30 Transmembrandomane lokalisierte Protein wird innerhalb des C100 Fragments 
gespalten und das zweite Teilprotein, d.h. der Tell des Fusionsproteins, der einen 
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Teil des C100 Fragments. Gal4 und VP16 enthait wird mit Hilfe eines 
Reporterplasmids nachgewiesen. 

Neben dem Transgen Konstrukt SPC100-Gal4-VP16 sind auch andere 
5 Reporterkonstrukte denkbar. bei denen 2.B. die transkriptionsaktivierende Domane 
zwischen die Transmembrandomane und cytosolische Dom3ne von SPC100 Oder 
ein Tag (z.B. IVIYC, FI^G) an den N- und C-Temiinus und zwischen die 
Transmembran- und die cytosolische DomSne von SPC100 eingefDgt sein k<5nnte. 

10 Die weitere kodierende Nukleotidsequenz kann beispielsweise fDr ein Protein 
kodieren, das zur Detektion des zweiten Teilproteins venvendet werden kann. 
Vorzugsweise ist die weitere kodierende Nukleotidsequenz deshalb am 3'-Ende der 
ersten Nukleotidsequenz lokalisiert. Die weitere kodierende Nukleotidsequenz 
kodiert beispielsweise fiir ein chimeres Protein oder ein anderes Protein, das aus 

1 5 mehreren DomSnen aufgebaut ist, z.B. ein Protein das eine DNA-bindende DomSne 
und eine transkriptionsaktivierende DomSne enthait. In einer besonderen 
AusfQhningsfonn der Erfindung kodiert die weitere kodierende Nukleotidsequenz fQr 
ein Protein, das aus einer Gal4-bindenden Domane und aus der Transkriptions- 
aktivierenden Domane von VP16 besteht (Gal4-VP16), vorzugsweise hat das 

20 weitere Teilprotein dann die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 7. In Hefezellen kann 
das weitere Teilprotein auch eine LexA-bindende Domane enthalten (2.B. Lex A- 
VP16). Dieses weitere Teilprotein ist insbesondere fQr Verfahren geeignet, in denen 
Zeilen des Hefestammes EGY48 venvendet warden. 



25 Insbesondere betrifft die Erfindung Verfahren, in denen Zeilen verwendet werden, 
die mit einem Reporterplasmid co-transfiziert sind. Das Reporterplasmid enthait ein 
Reportergen unter der Kontrolle eines regulierbaren Promoters. Beispielsweise kann 
das Reportergen fur GPP und dessen Derivate, z.B. EGFP (Enhanced Green 
Fluorescent Protein). EBFP. EYFP. d2EGFP. GFPuv Oder Luciferase (z.B. Promega, 

30 Mannheim, Deutschland), CAT (z.B. Promega), SEAP (z.B. Clontech), liGal (z.B. 
Clontech) oder Apoptose induzlerende Faktoren, z.B. Fas, TNF-R1, death domain 
und Homologe (Tartaglia et al. (1993) Cell 74. 845-53). ced3, ced4, ced9 kodieren. 
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Das Reporterplasmid kann als regulierbarer Promotor z.B. einen Minimalpromotor 
von HIV, vom CD4-Promotor oder den mec7 Promotor enthaiten. Die Wahl des 
geeigneten regulierbaren Promotor hdngt von der venvendeten 
transkriptionsaktivierenden DomSne ab. 

Eine besondere AusfQhrungsform der Erfindung betrifft die Durchfuhrung des 
Verfahrens, wobei als Zellen Hefezellen verwendet werden. Als Alternative fur den 
Hefe-Expressionsvektor pDBTRP (Life Technologies Inc.) (SEQ ID NO.: 11) in den 
in einer besonderen Ausfiihrungsfomi der MET-25-Promotor eingesetzt wurde (slehe 
SEQ ID NO.: 12) k5nnen eine Vielzahl anderer Expressionsvektoren mit 
unterschiedlichen Promotoren (z.B. der induzierbare Gall -Promotor und MET-25- 
Promotor oder der konstitutiv aktive ADH1 -Promotor) und unterschiedlichen 
Selektionsmarkem (ADE. LEU, TRP, HIS, LYS, PHE) ausgewflhlt werden. 

Eine besondere AusfQhrungsfomi betrifft die VenA^endung von Hefezellen, die Gal4- 
oder LexA-induzlerbare Reportergene stabil im Genom integriert oder extra- 
chromosomal vorliegend enthaiten. 

Vorzugswelse werden fur diese Ausftihrungsfomnen Hefen der Stamme MaV203 
(Life Technologies, Rockville, MD, U.S.A.) oder EGY48 (Origene Technologies, Inc. 
Rockville, MD, U.S.A.) verwendet. 

Eine besondere Ausftihrungsfonm der Verfahren betrifft die Venwendung einer Zelle, 
die zusatzlich mit einem weiteren rekombinanten Vektor transflziert wurde. 
Vorzugsweise hat die Zelle, die fur diese AusfQhrungsfomrien venA^endet wird, 
nomialenveise keine oder kaum endogene y-Sekretase bzw. endogene y-Sekretase 
Aktivtat ist mit den oben genannten Verfahren nicht nachweisbar. Diese Zelle kann 
mit einem weiteren Vektor transformiert worden. in dem eine Nukleotidsequenz - 
vorzugsweise eine cDNA - enthaiten ist, die fur eine y-Sekretase kodiert. 
Beispielsweise kann eine cDNA Bank eingesetzt werden. Diese AusfDhrungsform 
des Verfahrens kann dann u.a. dazu verwendet werden, eine y-Sekretase bzw. eine 
cDNA, die fur eine y-Sekretase kodiert. zu identifizieren. cDNA-Banken. die nach 
einer y-Sekretase durchsucht werden kannen, konnen aus Zellen oder Geweben 
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hergestellt werden, z.B. B-Zellen, Neuronen, Gliazellen. Hippocampus, 
Gesamtgehim, Plazenta, Niere. Vorzugsweise wird die cDNA aus menschllchen 
Zellen bzw. menschlichen Geweben aber auch aus anderen Organismen (z.B. 
Hamster, Ratte, Maus, Hund, Affe) hergestellt. 

Bel Zellen, die ohne Transfektion mit einer cDNA Bank keine, nach Transfektion mit 
einer cDNA Bank aber eine y-Sekretase Aktivitat zeigen. kann die in der Zelle 
vorliegende cDNA fur eine y-Sekretase kodieren. Aus Zellen die dieses Verhalten 
zeigen, kann diese cDNA nach bekannten Verfahren isoliert und verifiziert werden. 



Gegenstand der Erfindung ist auch ein Transgen, das fQr ein Fusionsprotein kodiert 
und folgende Bestandteile enthait: 

a) eine erste Nukleotidsequenz, die fur ein Protein, das die 
AminosSuresequenz GAIIGLMVGGWIATVIVITLVML (SEQ ID NO. 1) enthait, 

15 kodiert, 

b) am 5'-Ende der ersten Nukleotidsequenz eine zweite Nukleotidsequenz, 
die ftlrein Signalpeptid kodiert, 

c) einen Promoter und 

d) mindestens eine weitere Nukleotidsequenz am 3'-Ende der ersten 
20 Nukleotidsequenz, die fur eine DNA-bindende DomSne und fur eine 

Transkriptions-aktivierende DomSne kodiert. 

Vorzugsweise kodiert die erste Nukleotidsequenz fur APP oder einen Teil von APP. 
Das Transgen kann beispielsweise die Nukleotidsequenz SEQ ID NO. 8 haben. 
25 Das Transgen kann in einem Vektor vorliegen. Dieser kann beispielsweise die 
Nukleotidsequenz SEQ ID NO. 9 haben. 
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Das Verfahren betrifft die VenA^endung eines Transgens und/oder eines Vektors zur 
Herstellung einer transgenen Zelle, wobei die Zelle Bestandteil eines nicht-humanen 
Organismus sein kann. Beispielsweise kann das Transgens und/oder der Vektor 
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zur Herstellung eines transgenen C. elegans verwendet werden. In einer anderen 
besonderen AusfOhrungsform wird das Transgen und/oder der Vektor zur 
Herstellung von transgenen Hefezellen, z. B. S. cerevisiae Zellen venvendet. 



5 Die Erfindung betriffl auch ein Verfahren zur Herstellung eines nicht-humanen 
Organismus, z.B. eines transgenen C. elegans, wobei ein Transgen und/oder ein 
Vektor, der ein Transgen enthSit, in die Gonaden des Organismus, also z.B. eines C. 
elegans mikroinjiziert wird. Gegenstand der Erfindung ist auch eine Zelle, die ein 
erfindungsgemafies Transgen enthalt und ein transgener C. elegans, der ein 
10 erfindungsgemafies Transgen enthalt. Die Erfindung betrifft auch eine Zelle, 

insbesondere eine Hefezelie, die ein erfindungsgemaiies Transgen vorzugsweise 
vorliegend in einem geeigneten Vektor enthalt. Gegenstand der Erfindung sind 
insbesondere Zellen, vorzugsweise Hefezellen, die das erfindungsgemaiie Transgen 
und zusatzlich eine cDNA Bank enthalten. 

15 

Die Erfindung betrifft die Venwendung von transgenen bzw. rekombinanten Zellen. 
vorzugsweise Hefezellen oder eines transgenen C. elegans In einem Verfahren zur 
Bestimmung der y-Sekretase bzw. der Aktivitat der y-Sekretase, die Verwendung 
dieser Zellen oder eines transgenen C. elegans in einem Verfahren zur 
20 Identifizierung von Inhibitoren der Aktivitat der y-Sekretase sowie das Verfahren 
selbst. 

Insbesondere betriffl die Erfindung Verfahren zur Identifizierung von Substanzen. die 
die Aktivitat einer y-Sekretase inhibieren, wobei das Verfahren die folgenden 
25 Verfahrensschritte enthalt: 

1. Herstellung eines transgenen nicht-humanen Organismus. z.B. eines 
transgenen C. elegans oder Saccaromyces cerensiae oder einer transgenen 
Zelle, wobei der transgene nicht-humane Organismus oder die transgene 
30 Zelle ein Transgen enthalt, das folgenden Bestandteile aufweist: 
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a) eine erste Nukleotidsequenz, die fQr ein Protein, das die 
Aminosauresequenz GAIIGLMVGGWIATVIVITLVML (SEQ ID NO. 1) enthalt. 
kodiert, 

b) am 5'-Ende der ersten Nukleotidsequenz eine zweite Nukleotidsequenz, 
5 die fOr ein Signalpeptid kodiert und 

c) einen Promotor und 

dertransgene nicht-humane Organismus oder die transgenen Zelle auBerdem 
ein Reporterplasmid enthSIt, wobei das Reporterplasmid eine 
Proteinbindungsstelle, einen IVIinimalpromotor und ein Reportergen tragt und 
10 gegebenenfalls eine cDNA, die eine y-Sekretase kodiert, wobei 

der transgene nicht-humane Organismus oder die transgene Zelle das 
Transgen und gegebenenfalls die durch die cDNA kodierte y-Sekretase 
exprimiert; 

2. der transgene nicht-humane Organismus oder die transgene Zelle mit einer 
15 zu untersuchenden Substanz inkubiert wird und 

3. die Menge an zweitem Teilprotein detektlert wirti. 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Identifizierung von Substanzen, die die 
Aktivitat der y-Sekretase inhibieren, wobei 

20 

1 . ein Transgen bereitgestellt wird. das die folgenden Bestandteile enthalt: 
a) eine erste Nukleotidsequenz, die fQr ein Protein, das die 

Aminosauresequenz GAIIGLMVGGWIATVIVITLVML (SEQ ID NO. 1) 
enthait, kodiert, 

25 b) am 5'-Ende der ersten Nukleotidsequenz eine zweite Nukleotidsequenz. 

die fur ein Signalpeptid kodiert und 

c) einen Promotor und 

d) gegebenenfalls welter kodlerende und/oder nicht-kodierende 
Nukleotidsequenzen; 



2. 



dieses Transgen und ein Reporterplasmid und gegebenenfalls eine 
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cDNA, die fQr eine y-Sekretase kodiert, in eine Zelle eIngebrBcht werden und 
das durch das Transgen kodierte Fusionsprotein und gegebenenfalls die 
durch die cDNA kodierte y-Sekretase in Gegenwart einer zu untersuchenden 
Substanz exprimiert werden; 

5 

3. das Fusionsprotein durch in der Zelle vorliegende y-Sekretase 
innerhalb der Aminosciuresequenz SEQ ID NO. 1 

a) gespalten Oder 

b) nicht gespalten wird, wodurch entweder 

10 a) ein erstes Teilprotein, das die Aminosauresequenz GAIIGLMVGGW 

(SEQ ID NO. 2) enthait und ein zweites Teilprotein, das die 
Aminosauresequenz VIVITLVML (SEQ ID NO. 3) enthait, gebildet werden, 
Oder 

b) keine nachweisbare Menge an ersten und/oder zweitem Teilprotein 
15 gebildet wird; 

4. bestimmt wird, ob zweites Teilprotein gebildet wurde. 

Gegenstand der Erfindung sind auch Verfahren zur Identifiziemng von Substanzen, 
20 die die Aktivitat einer y-Sekretase inhibieren, wobei ein Transgen, das fiir ein Protein 
kodiert, das ein Signalpeptid und die SEQ ID NO. 1 enthait in Gegenwart einer zu 
untersuchenden Substanz und eines Reporterplasmids exprimiert wird und der 
Effekt der zu untersuchenden Substanz auf die Menge an gebildetem zweitem 
Teilprotein bestimmt wird, wobei das zweite Teilprotein die Aminosauresequenz 
25 VIVITLVIVIL (SEQ ID NO. 3) enthait. 

Gegenstand der Erfindung sind auch Inhibitoren einer y-Sekretase, die durch die 
Verfahren identifiziert werden. 

30 Gegenstand der Erfindung sind auch Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels, 
wobei ein mit Hilfe der vorstehend beschriebenen Verfahren identifizierter 
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pharmazeutischerWirkstoff (z.B. Inhibitor) durch Formulierung und/oder MIschung 
mit einem pharmazeutisch vertrSglichen Trager weiterverarbeitet wird. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Test-Kit zur Durchfuhaing der vorstehend 
5 genannten Verfahren. 

Unter anderem konnen die Verfahren z.B. in Verbindung mit dem C100-Gal 4-VP16 
System (d.h. einem Fusionsprotein bestehend aus C100, Gal4 und VP16 bzw. unter 
Venwendung einer Nukleinsaure. die fur ein entsprechendes Fusionsprotein kodiert) 
1 0 angewendet werden fur: 

1 . Identifizierung und Bestimmung (qualitativ und/oder quantitativ) der Aktivitat 
einer y-Sekretase. 

15 2. Identifizierung von y-Sekretasen in unterschiedlichen Geweben. Zellen und 
Organismen bzw. Spezies. Identifizierung und Isolierung der betreffenden cDNA's, 
die fUr diese y-Sekretase kodieren und die weitere Venvendung der cDNA's. 

3, Screening in vivo, z.B. in Hefe-Zellen (Saccharomyces Cereviriae) oder C. 
20 elegans, wobei die Aktivitat der y-Sekretase ohne VenA^endung immunbiologischer 

Methoden bestimmt werden kann. 

4. Anwendung des Verfahrens zur Identifiziemng und Charakterisierung von 
Substanzen, z.B. pharmakologischen Wirkstoffen, die die Aktivitat der y-Sekretase 

25 modulieren, z.B. Inhibitoren der y-Sekretase. Insbesondere kann dieses Verfahren in 
einem HTS (Hochdurchsatz Screening) eingesetzt werden. Beispielsweise kfinnen 
Substanzen idenfrfiziert werden, die zur Behandlung der Alzheimer'schen Krankheit 
und/ Oder zur vorbeugenden Behandlung eingesetzt werden kdnnen. 
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5. Untersuchungen im Rahmen der Alzheimer schen Krankheit. z.B. mit 
mutagenlslertem APP bzw. CI 00. 
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6. Die beschriebenen Fusionsproteine/T ransgene, z.B. CI 00 in SP-C1 00-Gal 4- 
VP16 kflnnen durch Gesamt-APP ersetzt werden und mit Hilfe der Verfahren 
ebenfalls die y-Seicretase, Ihre Alrtivitat und Regulation untersucht werden. 

5 Figur 1 : Figur 1 zeigt das Amyloid Voriauferprotein (Isofomi APP695 und Isoformen 
APP770 bzw. APP751) und Sekretase Spaltprodukte. 

Figur 2: Zeigt schematisch das den Verfahren zugrunde liegende Prinzip: 
li-Sekretase Spaltstelle am N-Temiinus; y-Sekretase Spaltstelle in der 
10 TransmembrandomSne; C100 = C100 Fragment von APP; Gal4-VP16 = DNA 
bindende DomSne, transkriptionsaktivierende OomSne (besteliend aus DNA- 
bindender Dom^ne und Transkriptionsaktivator). die an die proteinbindende Domane 
auf der DNA des Reporterplasmids bindet. 

15 Figur 3: Konstruktion des Expressionsplasmids SP-C100-Gal4-VP16: 

aa= AminosSuren; Restriktionsschnittstellen Sac I, Hind III und Kpn I unter Angabe 
der Position der Schnittstelle auf dem Plasmid. 

Figur 4: Expressionsplasmid pDBTRP-MET25-SP-C100-Gal4-VP16: 
20 Konstruktion des Expressionsplasmids fUr die Expression des Transgens in Hefe. 

Beispiele: 

Beispiel 1: Konstruktion des Expressionsplasmids SP-C100-Gal4-VP16 

25 

Das Plasmid kodiert das APP-Signalpeptid (SP), das an die C-terminalen 100 
Aminosaurereste von APP (CI 00) fusioniert ist. C100 beginnt mit dem N-Temiinus 
des AB-Peptids und endet mit dem C-Terminus von APP. Es mufi noch durch die y- 
Sekretase geschnltten werden, um das AB-Peptid freizusetzen. 
30 An den C-Terminus von SP-C1 00 wurde Gal4-VP1 6 fusioniert. Gal4-VP1 6 setzt sich 
aus den ersten 147 AminosSureresten des Hefe-Transkriptionsaktivatore Gal4 und 
den 78 C-temiinalen AminosSureresten von VP16. eines Transkriptionsaktivators 
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aus dem Herpes Simplex Virus zusammen. Als Fusionsprotein ubemimmt das Gal 4 
-Fragment die Funktion der DNA-Bindung wahrend das VP16-Fragment die 
Transkription aktiviert (Sadowski et al., (1988) Science 335, 563). Als Vektorplasmid 
diente pcDNA3.1+ von der Firma invitrogen. Niederlande. 

5 

Beispiei 2: Konstruktion des Reporterplasmids pGL2 MRG5 EGFP 

Das Reporterplasmid pGL2 MRG5 hatfQnf Gal 4-Bindungsstellen vorder HIV-TATA- 
10 Box. Zur leichteren Detektion in Zellkultur wurde das Luciferasegen gegen das Gen 
fur EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) aus dem Vektor pEGFP N1 von 
der Firma Clontech, Heidelberg ausgetauscht. 

Beispiei 3: 

15 

Humane Neuroblastomzellen (SH-SY5Y-Zellen) wurden mit beiden Plasmiden co- 
transfiziert und anschlieRend unter Bestrahlung mit Licht der Wellenldnge 480 nm, 
wodurch EGFP angeregt wird, mikroskopisch analysiert. Es konnten zum Teil sehr 
stark grun leuchtende Zellen detektiert werden. 

20 Da dieser Effekt ebenfalls auf einer Expression des EGFP durch das 

Reporterplasmid ohne spezlfische Aktivierung bemhen kdnnte, wurden SH-SY5Y 
Zellen nur mit Reporterplasmid transfiziert. Bei diesen Zellen war keine 
GrOnfluoreszenz detektierbar. Die Expression mu& daher durch Gal4-VP16 aktiviert 
werden, was eine proteolytische Freisetzung des APP-C-Terminus voraussetzt. 

25 Bislang sind abgesehen von der y-Sekretase keine weiteren proteolytischen 

Aktivitaten beschrieben worden, die APP innerhalb der Transmembrandomane oder 
im cytoplasmatischen Teil proteolytisch prozessieren. Daher wird angenommen, dali 
der Freisetzung des APP-C-Terminus. fusioniert an Gal 4-VP16, die Aktivitat der y- 
Sekretase zugrunde liegt. 
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Beispiel 4: 

Verwendung des C100-Gal4-VP16 Systems zur Detektion einer cDNA kodierend filr 
eine T^ekretaseaktivitdt in cDNA-Banken: 

5 

SPC100-Gal4-VP16 wurde in den Hefe-Expressionsvektor pDBTRP (Life 
Technologies Rockville, IVID, U.S.A.) unter Kontrolle des l\/IET25-Promotors klonlert 
und der Hefestamm MaV203 (Life Teclinologies) mit diesen Konstmkten 
transformiert. Der Hefestamm MaV203 ist genetisch modifiziert und enthait drei 
10 GAL4 induzierbare Reporter Gene (URA3, HISS, LacZ). die stabil in das Genom 
integriert sind. Die Expression der SPC100-Gal4-VP16 cDNA in MaV203 ergab eine 
nur geringe Aktivitat der Reporter, so daft dieses System fQr eine Suche nach einer 
Y-Sekretase in einer cDNA Bank geeignet ist. 

15 Beispiel 5: 

Die rekombinanten MaV203 Zeilen aus Beispiel 4 k6nnen beispielswelse fQr die 
Identifizierung von y-Sekretasen bzw. das Screenen einer humanen B-Zell cDNA 
Bank (American Type Culture Collection, Manassas. VA, U.S.A.) venwendet wertlen. 
20 Analog kOnnte aiich eine humane hippocampaie cDNA Bank, integriert in die Hefe- 
Expressionsvektoren p415-MET25 (ATCC. Nucleic Acid Research, 1994, Vol. 22, 
No. 25, 5767) Oder P415-ADH1 (ATCC, GENE, 1995, 158: 119-122) fur ein 
Screening nach einer cDNA, die ftir eine y-Sekretase Oder ein Protein mit y- 
Sekretaseaktivitdt kodiert, eingesetzt werden. 
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(SEQ ID NO.: 1) 

GAI IGLMVGGWIATVIVITLVML 

5 

Erstes Teilprotein (SEQ ID NO.: 2) 

GAIIGIiMVGGW 

10 

Zweites Teilprotein (SEQ ID NO.: 3) 

VIVITLVML 

15 

Aminosauresequenz eines 01 00 -Fragments (SEQ ID NO.: 4) 

LDAEFRHDSG YEVHHQKLVF FAEDVGSNKG AIIGLMVGGV VIATVIVITL 
20 VMLKKKQYTS IHHGWEVDA AVTPEERHLS KMQQNGYENP TYKFFEQMQN 

Aminosauresequenz eines Signalpeptids von APP (SEQ ID NO.: 5) 

25 MLPGIiALFLL AAWTARA 

Aminosauresequenz eines SP-C100 Fragments (SEQ ID NO.: 6) 

30 MLPGLALFLL AAWTARALDA EFRHDSGYEV HHQKLVFFAE DVGSNKGAII 
GLMVGGWIA TVIVITLVML KKKQYTSIHH GWEVDAAVT PEERHLSKMQ 
QNGYENPTYK FFEQMQN 

35 
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Transkriptionsaklivierende DomSne VP16 mit GAL4 Bindungsdomane (GAL4-VP16) 
(SEQ ID NO.: 7) 

MKLLSSIEQA CDICRLKKLK CSKEKPKCAK CLKNNWECRY SPKTKRSPLT 

5 

RAHLTEVESR LERLEQLFLL IFPREDLDMI LKMDSLQDIK ALLTGLFVQD 
NVNKDAVTDR LASVETDMPL TLRQHRISAT SSSEESSNKG QRQLTVSPEF 
10 PGIWAPPTDV SLGDELHLDG EDVAMAHADA LDDFDLDMLG DGDSPGPGFT 
PHDSAPYGAL DMADFEFBQM FTDALGIDEY GG 



15 Nukleotidsequenz eines Transgens kodierend fDr SP-C100-Gal4-VP16 
(SEQ ID NO.: 8) 

GGCAAGGCTTGACCGACAATTGCATGAAGAATCTGCTTAGGGTTAGGCGTTTTGCGCTGCTTC^ 
GGGCCAGATATACGCGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTC 
ATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCG 
CCCGCCCyVTTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCTUlTAGGGACTTTCCATTGACGTC^ 
GGGTGGACTATTTACGGTAAACTGCCCy^CTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCC^ 
TTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTAC^ 
GGaiGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACAT(^ 
25 GATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCa^CCCaVTTGACGTCy^ 

GCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAOAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGA 
AATTAATACGACTCACTATAGGGAQACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTTCACAGCTAGCGC^ 
CTCGGTGCCCCGCGCAGGGTCGCGATGCTGCCCGGTTTGGCACTGTTCCTGCTGGCCGCCTGGACGGCTCGGGCG 
CTGGATGCAGAATTCCGACATGACTCAGGATATGAAGTTCATCATCAAAAATTGGTGTTCTTTGCAGAAGATGTG 
GGTTCAAACAAAGGTGCAATCATTGGACTCATGGTGGGCGGTGTTGTCATAGCGACAGT^^ 
GTGATGCTGAAGAAGAAACAGTACACATCaVTTCATCy^TGGTGTGGTGGAGGTTGACGCCGCTGTCACCCCA^ 
GAGCGCCACCTGTCCAAOATGCAGCAGAACOGCTACGAAAATCCAACCTACAAGTTCm 
GCGCGGGGTACCCCGGCG ATGAAGC TACTGTCTTC TATCGAACAA GCATGCGATA TTTGCCGACT 
TAAAAAGCTC AAGTGCTCCA AAGAAAAACC GAAGTGCGCC AAGTGTCTGA AGAACAACTG 
35 GGAGTGTCGC TACTCTCCCA AAACCAAAAG GTCTCCGCTG ACTAGGGCAC ATCTGACAGA 
AGTGGAATCA AGGCTAGAAA GACTGGAACA GCTATTTCTA CTGATTTTTC CTCGAGAAQA 
CCTTGACATG ATTTTGAAAA TGGATTCTTT ACAGGATATA AAAGCATTGT TAACAGGATT 
ATTTGTACAA GATAATGTGA ATAAAGATGC CGTCACAGAT AGATTGGCTT CAGTGGAGAC 
TGATATGCCT CTAACATTGA QACAGCATAG AATAAGTGCG ACATCATCAT CGGAAGAGAG 
40 TAGTAACAAA GGTCAAAGAC AGTTGACTGT ATCG CCGGAATTCCCGGGGATCTGGGC CCCCCCGAC 
CGATGTCAGC CTGGGGGACQ AGCTCCACTT AGACGGCGAG GACGTGGCGA TGGCGCATGC 
CGACGCGCTA GACGATTTCG ATCTGGACAT GTTGGGGGAC GGGGATTCCC CGGGGCCGGG 
ATTTACCCCC CACGACTCCG CCCCCTACGG CGCTCTGGAT ATGGCCGACT TCGAGTTTGA 
GCAGATGTTT ACCGATGCCC TTGGAATTGA CGAGTACGGT GGGTAG 

45 



20 



30 



Nukleotidsequenz von dem SSugetier-Expressionsvektor pcDNA3.1+ (FIrma 
Invltrogen, Niederlande) (SEQ ID NO.: 9) 
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GACGGATCGGGAGATCTCCCGATCCCCTATGGTCGACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAA 
GCCAGTATCroCTCCCTGCTTGTGTGTTGGAGGTCGCTGAGTAGTGCGCGAGC;^^ 
GGCAAGGCrTGACCGAOU^TTGCATGAAGAATCTGCTTAGGGTTAGGCGTTT^^ 
GGGCCAGATATACGCGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACG^ 
5 ATAGCCaVTATATGGAGTTCCGCGTTAO^TAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGAC^^ 

CCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAAT 
GGGTGGACTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCT^TATGCC^ 
TTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCnXSGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTO^ 
GGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGC^ 

10 

GATAGCGGTTTGACTOVCGGGGATTTCaUVGTCTCaiCCCCATTGACGTCAATGGGAGTTO 

AAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAG^ 

GGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTCGCTTATCGA^ 

ATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCAC 

TAGTCCAGTGTGGTGGAATTCTGCAGATATCCTIGCACAGTGGCGGCCGCTCGAGTCTAGAGGGCC^^ 

15 ACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCy^GCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCC 
TTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTC 
AGGTGTOVTTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGAaVGCAAGGGGGAGGA 
CATGC?TGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTC^ 
CACGCGCCCTGTAGCGGCGOITTAAGCQCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCC 

20 AGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAA 
GCTCTAAATCGGGGCATCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACOT 
TAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTMCCCTTTGACGTTGGAGTC^^ 
TTCTTTA ATAG TGGACTCTTGTTCCAAACTGQAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATT^ 
TAAGGGATTTTGGGGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTO 

25 TTCTGTQGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGGCAGGCAGAAGTATGa^ 

ATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGC 
ATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGT 
TCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCTGCCTCT 
GAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGQCCTAGGCTTTTGC^^ 

30 ATATCCATTTTCGQATCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTaSCATGAT^^ 
GCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCX^GCTATGACroGGC^^ 

GATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCC 
CTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTG 
CTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCA 

35 TCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATAC^^ 
GCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAG 
GTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCOVGG 
CGCATG CCCGA CGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAAT 
GGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCA 

40 ACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTOSTGCTTTACGGT^^ 
CCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGCGGGACTCTGGGG 
TGACCGACCAAGCGACGCCCAACCTGCO^TCACGAGATTTCGATTCCACC^^ 
GCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGTC 
CCCATCCCAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTAO^TAAAGCAATAG^^ 

45 AAGCATTTTTTTCACrGaVTTCTAGTTGTGGTTTGTCC^ 

CGTCGACCTCTAGCTAGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCT 
OVATTCCACACAACATACGAQCCGGAAGaVTAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAA^ 
CATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTQCCAGC 
GCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCT^ 

50 OGGTCGTTCGQCTGCGGCmGCGGTATCAQCTCACTCAAAGGCGGTAATATC^ 

ATAACGCMQAAAGAACATGTaAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGra 
CGTTTTTCCyVTAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGT^^ 
CGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGC 
CGCITACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTaiCGCT^ 

55 ATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCXSACTO^ 
GCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAQACACGACTTATCGCCyiCTC^ 
CnXSGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTQAAGTC^ 
GCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTCAAGCC^ 
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GCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTT 

GAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTOIGTGGAACGAAAAC^ 
GTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAAT^ 
TTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAAT^ 
TCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTA^ 

AGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATC^^ 

CAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTA 

TTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTC 

O^GGCATCGTGGTGTCACGCTCGTOSTTTGGTATGGCTTCATTaVGCT^ 

TTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCrCCTTCGGTCCTCC^^ 

TG GCCG CAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTC^^ 

GCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACrCAACa^GTCATTCTGAGAATAGTC^ 

GCCCGGCGTC^TACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTOVTCATTGGAAAACGT^ 
CTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTOTTGAGATCaVGT^^ 

ACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGA^ 
AAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATO^ 
ATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAA^ 
GCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTC 



Nukleotidsequenz von APP (SEQ ID NO.:10 ) 



AGTTTCCTCG GCAGCGGTAG GCGAGAGCAC 
ACGGCGGCGG TGGCGGCGCG GGCAGAGCAA 
GCACTCGGTG CCCCGCGCAG GGTCGCGATG 
GCCTGGACGG CTCGGGCGCT GGAGGTACCC 
CCCCAGATTG CCATGTTCTG TGGCAGACTQ 
TGGGATTCAG ATCCATCAGG GACCAAAACC 
TATTGCCAAG AAGTCTACCC TGAACTGCAG 
GTGACCATCC AGAACTGGTG CAAGCGGGGC 
GTGATTCCCT ACCGCTGCTT AGTTGGTGAG 
AAGTGCAAAT TCTTACACCA GGAGAGGATG 
ACCGTCGCCA AAGAGACATG CAGTGAGAAG 
CTGCCCTGCG GAATTGACAA GTTCCGAGGG 
GAAAGTGACA ATGTGQATTC TGCTGATGCG 
GGAGCAGACA CAGACTATGC AGATGGGAGT 
GAAGAAGTGG CTGAGGTGGA AGAAGAAGAA 
GATGAGGTAG AGGAAGAGGC TGAGGAACCC 
ATTGCCACCA CCACCACCAC CACCACAGAG 
ACAGCAGCCA GTACCCCTGA TGCCGTTGAC 
GAACATGCCC ATTTCCAGAA AGCCAAAGAG 
TCCCAGGTCA TGAGAGAATG GGAAGAGGCA 
GATAAGAAGG CAGTTATCCA GCATTTCCAG 
GCCAACGAGA GACAGCAGCT GGTGGAGACA 
GACCGCCGCC GCCTGGCCCT GGAGAACTAC 
CCTCGTCACG TGTTCAATAT GCTAAAGAAG 
CACACCCTAA AGCATTTCGA GCATGTGCGC 
CGGTCCCAGG TTATGACACA CCTCCGTGTG 
CTGCTCTACA ACGTGCCTGC AGTGGCCGAG 
CAGAAAGAGC AAAACTATTC AGATGACGTC 
AGTTACGGAA ACGATGCTCT CATGCCATCT 
CTTCCCGTGA ATGGAGAGTT CyVGCCTGGAC 
GACTCTGTGC CAGCCAACAC AGAAAACGAA 
GACCGAGGAC TGACCACTCG ACCAGGTTCT 
TCTGAAGTGA AGATGGATGC AGAATTCCGA 
AAATTGQTGT TCTTTGCAGA AGATGTGGGT 



GCGGAGGAGC GTGCGCGGGG GCCCCGGGAG 
GGACGCGGCG GATCCCACTC GCACAGCAGC 
CTGCCCGGTT TGGCACTGCT CCTGCTGGCC 
ACTGATGGTA ATGCTGGCCT GCTGGCTGAA 
AACATGCACA TGAATGTCCA GAATGGGAAG 
TGCATTGATA CCAAGGAAGG CATCCTGCAG 
ATCACCAATG TGGTAGAAGC CAACCAACCA 
CGCAAGCAGT GCAAGACCCA TCCCCACTTT 
TTTGTAAGTG ATGCCCTTCT CGTTCCTGAC 
GATGTTTGCG AAACTCATCT TCACTGGCAC 
AGTACCAACT TGCATGACTA CGGCATGTTG 
GTAGAGTTTG TGTGTTGCCC ACTGGCTGAA 
GAGGAGGATG ACTCGGATGT CTGGTGGGGC 
GAAGACAAAG TAGTAGAAGT AGCAGAGGAG 
GCCGATGATG ACGAGGACGA TGAGGATGGT 
TACGAAGAAG CCACAOAGAG AACCACCAGC 
TCTGTGGAAG AGGTGGTTCG AGTTCCTACA 
AAGTATCTCG AGACACCTGG GGATGAGAAT 
AGGCTTGAGG CCAAGCACCG AGAGAGAATG 
GAACGTCAAG CAAAGAACTT GCCTAAAGCT 
GAGAAAGTGG AATCTTTGGA ACAGGAAGCA 
CACATGGCCA QAGTGGAAGC CATGCTCAAT 
ATCACCGCTC TGCAGGCTGT TCCTCCTCGG 
TATGTCCGCX3 CAGAACAGAA GGACAGACAG 
ATGGTGGATC CCAAGAAAGC CGCTCAGATC 
ATTTATGAGC GCATGAATCA GTCTCTCTCC 
GAGATTCAGG ATGAAGTTGA TGAGCTGCTT 
TTGGCCAACA TGATTAGTQA ACCAAGGATC 
TTGACCX5AAA CGAAAACCAC CGTGQAGCTC 
GATCTCCAGC CGTGGCATTC TTTTGGGGCT 
GTTGAGCCTG TTGATGCCCG CCCTGCTGCC 
GGGTTGACAA ATATCAAGAC GGAGGAGATC 
CATGACTCAG GATATGAAGT TCATCATCAA 
TCAAACAAAG GTGCAATCAT TGGACTCATG 
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GTGGGCGGTG TTGTCATAGC GACAGTGATC GTCATCACCT TGGTGATGCT GAAGAAGAAA 
CAGTACACAT CCATTCATCA TGGTGTGGTG GAGGTTGACG CCGCTGTCAC CCCAGAGGAG 
OSCCACCTGT CCAAGATGCA GCAGAACGGC TACGAAAATC CAACCTACAA GTTCTTTGAG 
CAGATGCAGA ACTAGACCCC CGCCACAGCA GCCTCTGAAG TTGGACAGCA AAACCATTGC 
5 TTCACTACCC ATCGGTGTCC ATTTATAGAA TAATGTGGGA AGAAACAAAC CCGTTTTATG 
ATTTACTCAT TATCGCCTTT TGACAGCTGT GCTGTAACAC AAGTAGATGC CTGAACTTGA 
ATTAATCCAC ACATCAGTAA TGTATTCTAT CTCTCTTTAC ATTTTGGTCT CTATACTACA 
TTATTAATGG GTTTTGTGTA CTGTAAAGAA TTTAGCTGTA TCAAACTAGT GCATGAATAG 
ATTCTCTCCT GATTATTTAT CACATAGCCC CTTAGCCAGT TGTATATTAT TCTTGTGGTT 

10 TGTGACCCAA TTAAGTCCTA CTTTACATAT GCTTTAAGAA TCGATGGGGG ATQCTTCATG 
TGAACGTGGG AGTTCAGCTG CTTCTCTTGC CTAAGTATTC CTTTCCTGAT CACTATGCAT 
TTTAAAGTTA AACATTTTTA AGTATTTCAG ATGCTTTAGA GAGATTTTTT TTCCATGACT 
GCATTTTACT GTACAGATTG CTGCTTCTGC TATATTTGTG ATATAGGAAT TAAGAGGATA 
CACACGTTTG TTTCTTCGTG CCTGTTTTAT GTGCACACAT TAGGCATTGA GACTTCAAGC 

15 TTTTCTTTTT TTGTCCACGT ATCTTTGGGT CTTTGATAAA GAAAAGAATC CCTGTTCATT 
GTAAGCACTT TTACGGGGCG GGTGGGGAGG GGTGCTCTGC TGGTCTTCAA TTACCAAGAA 
TTCTCCAAAA CAATTTTCTG CAGGATGATT GTACAGAATC ATTGCTTATG ACATGATCGC 
TTTCTACACT GTATTACATA AATAAATTAA ATAAAATAAC CCCXIGGCAAG ACTTTTCTTT 
GAAGGATGAC TACAGACATT AAATAATCGA AGTAATTTTG GGTGGGGAGA AGAGGCAGAT 

20 TCAATTTTCT TTAACCAGTC TGAAGTTTCA TTTATGATAC AAAAGAAGAT GAAAATGGAA 
GTGGCAATAT AAGGGGATGA GGAAGGCATG CCTGGACAAA CCCTTCTTTT AAGATGTGTC 
TTCAATTTGT ATAAAATGGT GTTTTCATGT AAATAAATAC ATTCTTGGAG GAGC 



25 Nukleotidsequenz des Plasmids pDBTRP (SEQ ID NO. 11): 



QACQAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGGAra 
TTGCCTGTAACTTACACGCGCCTCGTATCTTTTAATGATGGAATAATTTGGGAATTTACTCTGTGTTTATTT^ 
TTTATGTTTTGTATTTGGATTTTAGAAAGTAAATAAAGAAGGTAGAAGAGTTACGGAATGAAGAAAAAAAAATAA 
30 ACAAAGGTTTAAAAAATTTCAACAAAAAGCGTACTTTACATATATATTTATTAGACAAGAAAAGCAGATTAAATA 
GATATACATTCGATTAACGATAAGTAAAATGTAAAATCACAGGATTTTCGTGTGTGGTCTTCTACACAGAC^ 
TGAAACAATTCGGCATTAATACCTGAGAGCAGGAAGAGCAAGATAAAAGGTAGTATl^ 
AGTCnTTTACATCTTCGGAAAACAAAAACTATTTTTTCTTTAATTTC 

TATTTATATTAAAAAATTTAAATTATAATTATTTTTATAGCACGTGATGAAAAGGACCCAGGT^^ 
35 CK3A7\ATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAAT^ 
CCCTGATAAATGCTTCAATAATCTGCAGCTCTGGCCCGTGTCTCAAAATCTCTGATGTTACATTGCACAAGATAA 
AAATATATCATCATGAACAATAAAACTGTCTGCTTACATAAACAGTAATACAAGGGGTGTTATGAGCCATATO 
ACGGGAAACGTCTTGCTGGAGGCCGCGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGT^^ 
CGATAATGTCGGGCAATCAGGTGCGACAATCTTTCGATTGTATGGGAAGCCCGATGCGCC^ 
40 ACATGGCAAAGGTAGCGTTGCaUVTGATGTTACyVGATGAGATGGTCAaACTAAAC^ 

TCTTCCGACCATCAAGCATTTTATCCGTACTCCTGATGATGCATGGTTACTCACCACTGCG^^ 
AGCATTCCAGGTATTAGAAGAATATCCTGATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGTGTTCCTGCGCCG 
GTTGCATTCGATTCCTGTTTGTAATTGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTATTTCGTCTCGCTCAGGCGCAAT^^ 
AATGAATAACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGATGACGAGCGTAATGGCTGGCCTC^ 
45 AGAAATGCATACGCTTTTGCCATTCTCACCGGAlTCyiGTCGTCACTCATGGTGATTTCr 
TTTTGACGAGGGGAAATTAATAGGTTGTATTGATGTTGGACGAGTCGGA^ 
CATCCTATGGAACTGCCTCGGTGAGTTTTCrCCTTCATTACAGAAACGGCTTTT 
TCCTGATATGAATAAATTGCAGTTTCATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAATC^^ 

ACACTGGCAGAGCyVTTACGCTGACTTGACGGGACGGCGCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCAC 
50 TGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGOSTAATC^ 
CAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTT^^ 
ACTGGCTTCAGCAGAGCGaGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGC^^ 
TCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTC 
CTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACA 
55 CAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACy^CCGAACTGAGATACCTACAGCQTGAGCATTGAGAA^ 
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CCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCA 
GGGGGGAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCaiCCTCTGACTTGAGCGTCGATl^^ 

tcgtcaggggggccgagcctatggaaaaacgccagcaacgcxsgcctttttacggttcctggccl^^ 
tttgctcaoitgttctttcctgcgttatcccctgattctgtggataaccgtai^^ 
5 accgctcgccgcagccgaaosaccgagcgcagcgagtcagtgagcgaggaagcggaagagcgcccaatacgca;^ 
ccgcctctccccgcgcgttggccgattcattaatgctvgctggcacgacaggtttcccgactggaaagcgggc^^ 

GAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTACCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACT^CTTTATGCTTC 
ATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGA^ 

ATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGTACCGATCCCGAGCTTTGCAAATTAAAGCCTTCGAGCGTCCCAA 

1 0 AACCTTCTOUVGCAAGGTTTTCAGTATAATGTTACATGCGTACACGCGTC 

AAATATAAATAACGTTCTTAATACTAACATAACTATAAAAAAATAAATAGGGACCTAGACTTCAGGrrGTCTAA^ 
TCCTTCCTTTTCGGTTAGAGCGGATGTGGGGGGAGGGCGTGAATGTAAGCGTGACATAACTAATTACATC 
GACAAAGGAAAAGGGGCCTGTTTACTCACAGGCTTTTTTCAAGTAGGTAATTAAGTCGTTTCTGTCT^^ 
CrTCAACCCACCAAAGGCCATCTTGGTACTTTTTTTTTTTT^ 

1 5 TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT^ 

GAATTAGATTAAACTGAAGATATATAATTTATTGGAAAATACATAGAGCTTTTTGTTGATGCGCTTAAGCGA 
ATTCAACAACACCACCAGCAGCTCTGATTTTTTCTT»GCCAACTTC^ 

GAACATTTGQAATTCTACCCTTACCCAAGATCTTACCGTAACCGGCTGCCAAAGTGTCT^TAA^ 
CCTTAGAAGCAGATTTCAAGTATTGGTCTCTCTTGTCTTCTGGGATCAATGTCCACAATTTGTCCAAGTTCA^ 

20 

CTGGCTTCCAGAAATGAGCTTGTTGCTTGTGGAAGTATCTCATACCAACCTTACCGAAATAACCTGGATGGTATT 

TATCCATGTTAATTCTGTGGTGATGTTGACCACCGGCCATACCTCTACCACCGGGGTGCTTTCTGTGCTTACCGA 

TACGACCTTTACCGGCTGAGACGTGACCTCTGTGCTTTCTAGTCTTAGTGAATCTGGAAGGCACT 

TGGATGATTGTTCTGGGATTTAATGCAAAAATCACTTAAGAAGGAAAATC^CGaAGAAAGC^^ 

AATATACGGGATACAGATGAAAGGGTTTGAACCTATCTGGAAAATAGCATTAAAOUVGCGAAA^ 

25 

aattgtttgcgtctctgcgggctattct^cgcgccagaggaaaataggaaaaataacagggcattagaaaaat;^^ 
tttgattttggtaatgtgtgggtcctggtgtacagatgttacattggttacagtactcttgt^^ 
ttcgatgaatctccaaaatggttgttagcacatggaagagtcaccgatgctaagttatctctatgtaagctacgt 
ggcgtgacttttgatgaagccgcacaagagatacaggattggcaactgcaaatag 
agatccgggatcgaagaaatgatggtaaatgaaataqgaaatcaaggagcatgaaggcaaaaqacaaatataatc 
30 gtcgaacgaaaaataaagtgaaaagtgttgatatgatgtatttggctttgcggctc 
aattgcacaatcatgctgactctgtggcggacccgcgctcttoccggc^^ 

tgcccggcggagttttttgcgcctgcattttccaaggtttaccctgcgctaaggggcgagattggagaagc^ 

agaatgccggttggggttgcgatgatgacgaccacgacaactggtgtcattatttaagttgccgaaag;^ 

gtgcatttgcaacatgagtatactagaagaatgagccaagacttgcgagacgcgagtttgccggtggtgcgaaca 

35 

atagagcgaccatgaccttgaaggtgagacgcgcataaccgctagagtactttgaagaggaaacagcaatagggt 
tgctaccagtataaatagacaggtacatacaacactggaaatggttgtctgtttgagtacgci^^ 
gggtgtgcactttattatgttaouvtatggaagggaactttacacttctcctatgcacat^ 
caatgct agta gagaaggggggtaacacccctccgcgctcttttccgatt^ 
gatatccttitgttgtttccgggtgtacaatatggacttcctcttttctggcaaccaaacccatacatc 
40 cctataataccttcgttggtctccctaacatgtaggtggcggaggggagatatacaatagaacagataccagaca 
agacataatgggctaaacaagactacaccaattacactgcctcattgatggtggtacataacgaact 
agccctagacttgatagccatcato^tatcgaagtit'cactaccctti^ 

ATAGGCGCATGCAACTTCTTTTCTTirrTTTTTC 

aU^AAAAAATGATGGAAGACACTAAAGGAAAAAATTAACGAOWVAGACAGCA^ 

45 GCTGATGAGGGGTATCTTCGAACACACGAAACTTTTTCCTTCCTTCATTC^^ 

CGGTATACGGCCTTCCTTCCAGTTACTTGAATTTGAAATAAAAAAAGTTTGCCGCTTTGCTA^ 
GACCTGCAATTATTAATCTTTTGTTTCCTCGTCATTGTTCTCGTTCCCTTTCTTCCTTGI^ 
ATATTTCAAGCTATACCAAGCATACAATCAACTCCAAGCTTGAAGCAAGCCTCCTGAAAaATGAAGC^^ 
TCTATCGAACAAGCATGCGATATTTGCCGACTTAAAAAGCTCAAGTGCTCaUVAGAAAAACCGAAGTGCGCC^ 

50 TGTCTGAAGAACAACTGGGAGTGTCGCTACTCTCCCA^ 

GAAGTGGAATCAAGGCTAGAAAGACTGGAACAGCTATTTCTACTGATTTTTCCTCGAGAAGACCTTGACATGATT 
TTGAAAATGGATTCITTAaVGGATATAAAAGCATTGTTAACAGGATTATTTGTACAAGA^ 

GCCGTCACAGATAGATTGGCTTCAGTGGAGACTGATATGCCTCTAACATTGAGACAGCATAGAATAAGTGCGACA 
TCATOVTCGGAAGAGAGTAGTAACy^GGTaVAAGACAGTTGACTGTATCGTCGAGGTCG^^ 
55 AAGGCCTTGTGGCCAGCCATGGCAACTAGTGCGGCCGCTAAGTAAGTAAGAOSTCGAGCTCrAAGT;^^ 
CCGCCACCGCGGTGGAGCTTTGGACTTCTTCGCCAGAGGTTTGGTCAAGTCTCC^ 
TACCTTGCaGAAATTTACGAAAAGATGGAAAAGGGTCAAATCGTTGGTAGATACGTTGTTC 
AGCGAATTTCTTATGATTTATGATTTTTATTATTAAATAAGTTATAAAAAAAATAAGTGTATACA^ 
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TGACTCTTAGGTTTTAAAACGAAAATTCTTGTTCTTGAGTAACTCTTTCCTGTAGGTCAGGTTGCOT 
ATAGCATGAGGTCGCTCnTATTGACCACACCTCTACCGGCATGCCGAGOU^TGCCTGCA^ 
CACCCAATTGTAGATATGCTAACTCCAGCAATGAGTTGATGAATCTCGGTGTGTATTTTATO^^^ 
AT ACCT GTTGTAATCGTTCTTCCACACGGATCCCAATT(X?CCCTATAGTQAGTCGTATTACAATO 
5 CGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGQCGTTACCCAACn'AAT^^ 

CAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACyVGTTGCGCAGCCTGAATGGCG^^ 
QCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCXSCAGCGTGACCGCTACACTTG^ 
CTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAAT 
CGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACT^ 
1 0 TCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGT^ 
CTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCrrCGGTCTATTCTTT^ 
TCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGaSAATTTO 
ATrrCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCAGGCAA^^^ 
TAAATAAATACTACTCAGTAATAACCTATTTCTTAGCATTTTTGACGAAATTTGCTATTTTGTTAG 

15 

CACCATTTGTCTCCACACCTCCGCTTACATCAACACCAATAACGCCATTTAATCTAAGCGCATCACC^ 
CTGGCGTCAGTCCACCAGCTAACATAAAATGTAAGCTTTCGGGGCTCTCTTGCCTTCCAACCCAGTC^^ 
AGTTCCAATCCAAAAGTTCACCTGTCCCACCTGCTTCTGAATCAAACAAGGGAATA^ 
AAGCTGCACTGAGTAGTATGTTGCaWSTCTTTTGGAAATACGAGTCT^ 

QOTATTCTTGCCACGACTCATCTCCATGCyVGTTGGACGATATCAATGCCGTAATCATTGACCAGA^ 

20 

CCTCCTTAGGTTGATTACGAAACACGCCAACCAAGTATTTCGGAGTGCCTGAACTATTTTTATATGCTTTTACAA 

GACTTGAAATTTTCCTTGCAATAACCGGGTCAATTGTTCTCTTTCTATTGGGCACACATATAA^^^ 

CAGCATCGGAATCTAGAGCACATTCTGCGGCCTCTGTGCTCTGCAAGCCGCAAACTTTCACCAATGGACCAGAAC 

TACCTGTGAAATTAATAACAGACATACTCCAAGCTGCCTTTGTGTGCTTAATCACGTATACTCACGTC 

GTO^CCAATGCCCTCCCTCTTGGCCCTCTCCTTTTCTTT^ 

25 AAAGCTCCGGATCAAGATTGTAOSTAAGGTGACAAGCTATTTTTCAATAAAGAATATCTTCCACTACTGCC^ 

GGCGTCATAACTGCAAAGTACACATATATTACGATGCTGTCTATTAAATGCTTCCTATATTATATATATAGTAAT 
GTCGTTTATGGTGCACTCTOVGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAA^ 
CCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCT 
GO^TGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGA 

30 



Nukleotidsequenz des rekombinanten Plasmids pDBTRP-MET25-SPC100-GAL4- 
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35 ACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGGACGGATCGCT 
TGCCTGTAACTTACACGCGCCTCGTATCTTTTAATGATGGAATAATTTGGGAATTTACTCTGTGTTTATTTATTT 
TTATGTTTTGTATTTGGATTTTAGAAAGTAAATAAAGAAGGTAGAAGAGTTACGG^ 
CAAAGGTTTAAAAAATTTCAACAAAAAGCGTACTTTACATATATATTTATTAGAOU^^^ 
ATATACATTCGATTAACGATAAGTAAAATGTAAAATCACaVGGATTTTCGTGTGT^ 

40 GAAACAATTCGGOVTTAATACCTGAQAGCAGGAAGAGCAAGATAAAAGGTAGTATTTGTTGGC^^ 
QTCTTTTACATCTTCGGAAAACAAAAACrATTTTTTCTTTAAT^ 

ATTTATATTAAAAAATTTAAATTATAATTATTTTTATAGCACGTGATGAAAAGGACCCAGGTGGCACTTT^^ 
GAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTC^ 
CCTGATAAATGCTTCAATAATCTGCAGCTCTGGCCCGTGTCTCAAAATCTCimTGT^ 
45 AATATATCATCATGAACAATAAAACTGTCTGCTTACATAAACyVGTAATAaW^^ 
CGGGAAACGTCTTGCTGGAGQCCGCGATTAAATTCaUVOVTG^ 

GATAATGTCGGGCAATCAGGTGCGACAATCTTTCGATTGTATGGGAAGCCCGATGCGCCAGAGTTGTT^ 
aVTGGCAAAGGTAGCGTTGCOU^TGATGTTACAGATGAGATGGTCAGACTAAACTGGCTGACGGM 
CTTCCGACCATCAAGCATTTTATCCGTACTCCTGATGATGCATGGTTACTCACCACTGCGATCCGCGGGAAAACA 
50 GCATTCCAGGTATTAGAAGAATATCCTGATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGOV^ 
TTGO^TTCGATTCCTGTTTGTAATTGTCCTTTTAACAGOSATCGCGTATTTCGTCTCGCT 
ATGAATAACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGATGACGAQCQTA^ 
GAAATGO^TACGCTTTTGCCATTCTCACCGGATTCAQTCGTCACTCATGGTGATT^ 
TTTGACGAGGGGAAATTAATAGGTTGTATTGATGTTGGACGAGTCGGAATCGCyVGACCGATACCAGGAT^ 
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ATCCTATGGAACTGCCTCGGTGAGTTTTCTCCTTCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAAAAT^^ 
CCTGATATGAATAAATTGCAGTTTCATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAATCAGAATTGGTT^ 
CACTGGCAGAGCATTACGCTGACTTGACGGGACGGCGCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTTO 
GAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATOU^GGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTG 
5 AAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACT 

CTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACT 
CTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCroCCAGT^ 
TTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACAC 
AGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCATTGAGAAAGCGCC^^ 

10 

CCGAAGGGAGAAAGGaMACAGGTATCCGQTAAGCGGCAGGGTCGGAAaGGAGAGCGCACGAGGGAQCTTCC^^ 
GGGGGAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTT^ 
CGTCAGGGGGGCCGAGCCTATGGAAAAACGCCAGa^CGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCC^ 
TTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATA 
CCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAAC 
15 CGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGQAAAGC^ 
AGCGOUVCGCAATTAATGTGAGTTACCTCACTCATTAGGCACCCaWSGCTTTAC^ 

TTAACCCTCACTAAAGGGAAOUU^GCTGGTACCGATCCCGAGCTTTGCAAATTAAAGCCTTCGAGCG 
ACCTTCTCAAGCAAGGTTTTCAGTATAATGTTACATGCGTACACGCGTCTGTACAGAAAAAAAAGAAAAATTTGA 

20 

AATATAAATAACGTTCTTAATACTAACATAACTATAAAAAAATAAATAGGGACCTAGACTTCAGGTTGTCTAACT 

CCTTCCTTTTCGGTTAGAGCGGATGTGGGGGGAGGGCGTGAATGTAAGCGTGACATAACTAATTACATGATATCG 

ACAAAGGAAAAGGGGCCTGTTTACTCACAGGCTTTTTTCAAGTAGGTAATTAAGTCGTTTCTGTCTI^ 

TTCAACCCyVCCT^GGCCATCTTGGTACTTTTTTTTTTTTTTTTO 

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT^ 

25 

AATTAGATTAAACTGAAGATATATAATTTATTGGAAAATACATAGAGCTTTTTGTTGATGCGCTTAAGCGATCAA 

TTCAACAACACCACCAGCAGCTCTGATTTTTTCTTCAGCCAACTTGGAGACGAATCTAGCTTTGACGATAACTGG 

AACATTTGGAATTCTACCCTTACCOU^GATCTTACCGTAACCGGCTGCCAAAGTGTCAATAACT^ 

CTTAGAAGCAGATTTCAAGTATTGGTCTCTCTTGTCTTCTGGGATCT^TGTCCACAATTTGTCC^ 

TGGCTTCCAGAAATGAGCTTGTTGCTTGTGGAAGTATCTCATACCAACCTTACCGAAATAACCTO 

30 

ATCCATGTTAATTCTGTGGTGATQTTGACCACCGGCCATACCTCTACaiCCGGGGTGCTTTCTGTGCTTACCGAT 
ACGACCTTTACCGGCTGAGACGTGACCTCTGTGCTTTCTAGTCTTAGTGAATCTGGA^ 
GGATGATTGTTCTGGGATTTAATGCAAAAATCACTTAAGAAGGAAAATCT^CGGAGAAAGCA^ 
ATATACGGGATACAGATGAAAGGGTTTGAACCTATCTGGAAAATAGCyiTTAAACAAGCG;^^ 
ATTGTTTGCGTCTCTGCGGGCTATTCACGCGCCAGAGGAAAATAGGAAAAATAACAGGGCATTAGAAAAATAA^ 
35 TTGATTTTGGTAATGTGTGGGTCCTGGTGTACAGATGTTACATTGGTTACAGTACTCTTGT^^ 
TCGATG AATC TCCAAAATGGTTGTTAGCACATGGAAGAGTCACCGATGCTAAGTTATCrCTATG 
GCGTGACTTTTGATGAAGCCGCACAAGAGATACAGGATTGGCAACTGCAAATAGAATCTGG^ 
CGGATGCAAGGGTTCGAATCCCTTAGCTCTCATTATTTTTTGCTTTTTCTCTTGAG , GTSGTCACATGATCGCAA 
AATGGCAAATGGCACGTGAAGCTGTCGATATTGGGGAACTGTGGTGGTTGGCAAATGACTAATTAAGTTAGTCAA 

40 

GGCGCCATCCTCATGAAAACTGTGTAACATAATAACCGAAGTGTCGAAAAGGTGGCACCTTGTCCAATTGAACAC 

GCTCGATGAAAAAAATAAGATATATATAAGGTTAAGTAAAGCGTCTGTTAGAAAGGAAGTTTTTCCTTTT^^ 

CTCTCTTGTCTTTTCATCTACTATTTCCTTCGTGTAATACAGGGTCGTCAGATACATAGATAO^ 

CCCATCCATAOVTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGGCTQCAGGAATTCGATATCAAGCTT^ 

CGGTGCCCCGCGCyUKSGTCGCGATGCTGCCCGGTTTGGCACTGTTCCTGCTGGCCGCCT^ 

45 GGATGCAGAATTCCGACATOACTCAGGATATGAAGTTCATCATCAAAAATTGGTGTTCTTTGCAGAAG^ 
TTCT^CAAAGGTGCAATCATTGGACTCATGGTGGGCGGTGTTGTCATAGCGACAGTGATCGTCA^ 
GATGCTGAAGAAGAAACAGTACACATCCATTCATCATGGTGTGGTGGAGGTTGACGCCGCTGTCACC^ 
GCGCCACCTGTCCAAGATGCAGCAGAACGGCTACGAAAATCCAACCTAOUUSTTCTT^^ 
GCGGGGTACCCCGGCGATGAAGCTACTGTCTTCTATCGAACAAGCATGCGATATTTGCCGAOT 

50 GTGCTCa^GAAAAACCGAAGTGCGCCAAGTGTCTGAAGAACAACTGGGAGTGTCGCT^ 

AMGTCTCCGCTGACTAGGGCAO^TCTGACAGAAGTGGAATCAAGGCTAGAAAGACTGGAACAGCTATT 
GATTTTTCCTCGAGAAGACCTTGACATGATTTTGAAAATGGATTCTTTACAGGATATAAAAGCAT^ 
ATTATTTGTACAAGATAATGTGAATAAAGATGCCGTCACAGATAGATTGGCTTCAGTGGAGACTGATATGCCTCT 
AAOVTTGAGACAGCATAGAATAAGTGCGACATCATCATCGGAAGAGAGTAGTAACAAAGGTOU^GACAGTTC 

55 TGTATCGCCGGAATTCCCGGGGATCTGGGCCCCCCCGACCGATGTCAGCCTGGGGGACGAGCTCCACTTAGAC^ 
CGAGGACGTGGCGATGGCGCATGCCGACGCGCTAGACGATTTCGATCTGGACATGTTGGGGGACGGG^^ 
GGGGCOKSGATTTACCCCCCACGACTCCGCCCCCTACGGCGCTCTGGATATGGCCG^^^ 
GTTTACCGATGCCCTTGGAATTGACGAGTACGGTGGGTAGGGATCCACTAGTCaVGTGTGGTGGAATTCTGC^ 
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TATCCAGCACAGTGGCGGCCGCrCGACCCCGGGTGCTAGCAAGGCCTTGTGGCCAGCCATGGCAACTAGTG 
CGCTAAGTAAGTAAGACGTCGAGCTCTAAGTAAGTAACGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTTTGGACTTCTTCGCCA 
GAGGTTTGGTCAAGTCTCCAATCAAGGTTGTCGGCTTGTCTACCTTGCOVGAAAT^ 
GTCAAATCGTTGGTAGATACGTTGTTGACACTTCTAAATAAGCGAATTTCTTATGATO 
5 AATAAGTTATAAAAAAAATAAGTGTATACAAATTTTAAAGTGACrCTTAGG 

TGAGTAACTCTTTCCTGTAGGTCAGGTTGCTTTCTCAGGTATAGCATGAGGTCGCTCTTATTGACCACACCT 
CCGGCATGCCGAGCy^TGCCTGCAAATCGCTCCCCATTTCACCCAATTGTAGATATGCTAACTCC^^ 
TTGATGAATCTCGGTGTGTATTTTATGTCCTCAGAGGACAATACCTGTTGTAATCGTTCTTCCACACGGATCC^ 
ATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTaVCTGGCCGTCGTTTTAOACGTCGTGACTGGGAA^ 

10 

TTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCyiWTCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGaSAA^ 

QCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTQAATGGCGAATGGACGCGCCCrGTAGCGGCGCAT^ 

GGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACITGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCCT 

TCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTT 

ACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTT 

15 

TCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCC^^ 

CTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATG 

AAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTCCTGATGCGG^^ 

TGOSGTATTTCACACCGCAGGCAAGTGCACAAACAATACTTAAATAAATACTACTCAGTAATAACCTATTTCT 
GCATTTTTGACGAAATTTGCTATTTTGTTAGAGTCTTTTACACCATTTGTCTCCACACCTCCG 

20 

CCAATAACGCCATTTAATCTAAGCGCATCACCAACATTTTCTGGCGTCAGTCCACCAGCTAACATAAAATGTAAG 

CTTTCGGGGCTCTCTTGCCTTCCAACCCAGTCAGAAATCGAGTTCCAATCCAAAAGTTCACCTGTCCCACCTGCT 

TCTGAATCAAACAAGGGAATAAACGAATGAGGTTTCTGTGAAGCTQCACTGAGTAGTATGTTGCAGTC 

AATACGAGTCTTTTAATAACTGGCA/UICCGAGGAACTCTTGGTATTCTTGCCACGACTCATCTCC^^ 

ACGATATCAATGCCGTAATOVTTGACCAGAGCCAAAACATCCTCCTTAGGTTGATTACGAAAa^ 

25 

TATTTCGGAGTGCCTGAACTATTTTTATATGCTTTTACAAGACTTGAAATTTTCCTTGCAATAACCGGGTCAA^ 

GTGCTCTGCAAGCCGCAAACTTTCACCAATGGACCAGAACTACCTGTGAAATTAATAACAGACATACTCC^ 

GCCTTTGTGTGCTTAATCACGTATACTCACGTGCTCAATAGTCACCAATGCCCTCCCTCTTGGCCCTCTCCTTTT 

CTTTTTTCGACCGAATTAATTCTTAATCGGCay^AAAAAGAAAAGCTCCGGATCAAGATTGTACGTAA^ 

30 

QCTATTTTTCAATAAAGAATATCTTCCACTACTGCCATCTGGCGTCATAACTGCAAAGTA 
GCTGTCTATTAAATGCTTCCTATATTATATATATAGTAATGTCGTTTATGGTGCACTCT 

GATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCG 

GCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAA 
CGCOCGA 

35 

Aminosauresequenz eines SP-C100-Gal4-VP16 Fusionsproteins (SEQ ID NO. 13): 





MLPGLALFLL 


AAWTARALDA 


EFRHDSGYEV 


HHQKLVFFAE 


DVGSNKGAII 


40 


GLMVGGWIA 


TVIVITLVML 


KKKQYTSIHH 


GWEVDAAVT 


PEERHLSKMQ 




QNGYENPTYK 


FFEQMQNARG 


TPAMKLLSSI 


EQACDICRLK 


KLKCSKEKPK 


45 


CAKCLKNNWE 


CRYSPKTKRS 


PLTRAHLTEV 


ESRLERLEQL 


FLLIFPREDL 


DMILKMDSLQ 


DIKALLTGLF 


VQDNVNKDAV 


TDRLASVETD 


MPLTLRQHRI 




SATSSSEESS 


NKGQRQLTVS 


PEFPGIWAPP 


TDVSLGDELH 


LDGEDVAMAH 


50 


ADALDDFDLD 


MLGDGDSPGP 


GFTPHDSAPY 


GALDMADFEF 


EQMFTDALGI 



DEY GG 
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Patentanspruche: 

1 . Verfahren zum Nachweis der Aktivitdt von y-Sekretase, wobei 

1 . ein Transgen verwendet wird, das ein Fusionsprotein kodiert und 
folgende Bestandteile enthalt: 

a) eine erste Nukleotidsequenz, die fQr ein Protein, das die 
Aminosauresequenz GAIIGLMVGGWIATVIVITLVML (SEQ ID NO. 1) 
enthalt, kodiert. 

b) am 5'-Ende der ersten Nukleotidsequenz eine zwelte Nukleotid- 
sequenz. die fur ein Signalpeptid kodiert, 

c) einen Promotor und 

d) gegebenenfalls weitere kodierende und/oder nicht-kodlerende 
Nukleotidsequenzen; 

2. dieses Transgen in eine Zelle eingebracht und das Fusionsprotein 
exprimiert wird; 

3. das Fusionsprotein durch In der Zelle vorliegende y-Sekretase 
innerhalb der Aminosauresequenz SEQ ID NO. 1 gespalten wirxi, 
wodurch ein erstes Tellprotein, das die Aminosauresequenz 
GAIIGLMVGGW (SEQ ID NO. 2) enthSIt und ein zweites Teilproteln. 
das die Aminosauresequenz VIVITLVML (SEQ ID NO. 3) enthait, 
gebildet werden und 

4. das erste Teilproteln und/oder das zwelte Teilproteln detektiert werden. 

Verfahren zum Nachweise der Aktivitat von y-Sekretase, wobei 
1 . ein Transgen venvendet wird, das ein Fusionsprotein kodiert und 
folgende Bestandteile enthait: 

a) eine erste Nukleotidsequenz, die fur ein Protein, das die 
Aminosauresequenz GAIIGLMVGGWIATVIVITLVML (SEQ ID NO. 1) 
enthait, kodiert, 

b) am 5'-Ende der ersten Nukleotidsequenz eine zweite 
Nukleotidsequenz, die fur ein Signalpeptid kodiert, 

c) einen Promotor und 
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d) gegebenenfalls weitere kodierende und/oder nicht-kodierende 

Nukleotidsequenzen; 
2. dieses Transgen in eine Zelle eingebracht und das Fusionsproteln 

exprimiert wird; 

5 3. das Fuslonsprotein durch in der Zelle vorliegende y-Sekretase 

innerhalb der Aminosauresequenz SEQ ID NO. 1 gespalten wird, 
wodurch ein erstes Teilprotein, das die Aminosauresequenz 
GAIIGLMVGGW (SEQ ID NO. 2) enthait und ein zweites Teilprotein. 
das die Aminosauresequenz VIVITLVML (SEQ ID NO. 3) enthait, 
1 0 gebildet werden und 

4. die Menge an zweitem Teilprotein bestimmt und aus der Menge an 
gebildetem zweitem Teilprotein die Aktivitat der y-Sekretase bestimmt 
wird, 

15 3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 und 2, wobel die erste 

Nukleotidsequenz fur ein Amyloid Voriaufer Protein (APP) oder einen Tell 
davon kodiert. 

4. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 3, wobei die erste 
20 Nukleotidsequenz fDr ein Protein kodiert. das die Aminosauresequenz SEQ 

ID NO. 4 hat. 

5. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 4, wobei die zweite 
Nukleotidsequenz fiQr das Signalpeptid von APP (SP) kodiert. 

25 

6. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 5, wobei das 
Signalpeptid die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 5 hat. 



7. 

30 



Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 6, wobei der 
Promoter ein Promoter fur die Expression in Saugetierzellen, in C. elegans, in 
Hefe Oder in Drosophila 1st. 
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8. 

5 9. 
10. 

10 

11. 
12. 

15 

13. 
14. 

20 

15. 
16. 

25 

17. 

30 

18. 



Verfehren nach einem Oder mehreren der AnsprOche 1 bis 7, wobei der 
PromotorderCMV, HSVTK, RSV, SV40, LTR, unci 19, unc54, hsp16-2. 
GoAI. sel-12, ADH1, Gall, MET3. MET25, MT, Ac5 Oder Ds47 Promotor ist. 

Verfahren nach einem oder mehreren der Ansprdche 1 bis 8, wobei die Zelle 
eine euloryotische Zelle ist 

Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 9, wobei die Zelle 
eine humane Zelle ist. 

Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 9, wobei die Zelle 
eine nicht-humane Zelle ist. 

Verfahren nach Anpmch 1 1 , wobei die Zelle eine HeLa, 293, H4, SH-SY5Y, 
H9, Cos. CHO, N2A, SL-2 oder Saccharomyces cerevisiae Zelle ist. 

Verfahren nach Anspmch 11, wobei die Zelle eine C. elegans Zelle ist. 

Verfahren nach Anspmch 12, wobei die Zelle Bestandtell eines transgenen C. 
elegans ist 

Verfahren nach Anspmch 1 1 , wobei die Zelle eine Hefezelle ist 

Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprUche 1 bis 15, wobei das 
Fusionsprotein die AminosSuresequenz SEQ ID NO. 6 hat oder enthdit. 

Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 16, wobei die 
weitere kodierende Nukleotidsequenz am 3'-Ende der ersten 
Nukleotidsequenz lokalisiert ist. 

Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 17, wobei die 
weitere kodierende Nukleotidsequenz fur ein Protein kodiert, das als 
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Fusionsprotein mit dem ersten Teilprotein und dem zweiten Teilprotein 
expiimiert wird und zur Detektion des zweiten Teilproteins venvendet werden 
kann. 



5 1 9. Verfahren nach einem oder mehreren der Ansprtiche 1 bis 1 8, wobei die 

weitere kodierende Nukleotidsequenz fur ein Protein kodiert, das eine DNA- 
bindende Domane und eine transkriptionsaktivierende Domane enthait. 

20. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 19. wobei die 
10 weitere kodierende Nukleotidsequenz fQr ein Protein kodiert, das aus einer 

Gal4-bindenden Domane und aus der transkriptionsaktivierenden Domane 
vonVP16 besteht(Gal4-VP16). 

21 . Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 20, wobei die Zelle 
15 mit einem Reporterplasmid co-transflziert wird. wobei das Reporterplasmid ein 

Reportergen unter der Kontrolle eines regulierbaren Promoters enthalt. 

22. Verfahren nach Anspruch 21 , wobei der regulierbare Promoter durch die 
transkriptionsaktivierende DomSne aktivierbar ist 

20 

23. Verfahren nach Anspruch 22, wobei das Reporterplasmid das Reportergen fllr 
EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) kodiert und der regulierbare 
Promoter Gal4-Blndungsstellen und einen Minimaipromotor von HIV enthSlt. 



25 24. 



Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 23, wobei das 
Transgen die Nukleotidsequenz SEQ ID NO. 8 hat. 



25. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 24, wobei das 
Transgen in einem Vektor vorliegt. 



30 
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26. Verfahren nach einem Oder mehreren der Anspriiche 1 bis 25, wobei der 
rekombinante Vektor die Nukleotidsequenz SEQ iD NO. 9 hat. 



27. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 26, wobei in der 
Zelle keine endogene y-Sekretase Aktivitat nachweisbar ist. 

28. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 27, wobei die Zelle 
mit einer cDNA Bank co-transfiziert wird. 

29. Verfahren nach Anspaich 28, wobei in der cDNA Bank, cDNA hergestellt aus 
einem humanen oder nicht humanen Gewebe oder humanen oder nicht 
humanen Zellen, vorliegt. 

30. Verwendung eines Verfahrens nach einem oder mehreren der Anspriiche 
27 bis 29 zur Identifizierung einer cDNA, die fur eine y-Sekretase kodiert, 
wobei 

a) eine Zelle identiflziert wird, in der die Aktivitat einer y-Sekretase 
nachweisbar ist und 

b) aus dieser Zelle die cDNA, die fur die y-Sekretase kodiert, isoliert wird. 

31 . Transgen enthaltend 

a) eine erste Nukleotidsequenz. die fur ein Protein, das die 
Aminosauresequenz GAIIGLMVGGWIATVIVITLVML (SEQ ID NO. 1) 
enthait, kodiert, 

b) am 5'-Ende der ersten Nukleotidsequenz eine zwelte 
Nukleotidsequenz, die fUr ein Signalpeptid kodiert, 

c) einen Promotor und 

d) mindestens eine weitere Nukleotidsequenz am 3'-Ende der ersten 
Nukleotidsequenz, die fQr eine DNA-bindende Domane und fQr eine 
transkriptionsaktivierende Domdne kodiert. 
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32. Transgen nach Anspruch 31 . wobei die erste Nukleotidsequenz fQr APP oder 
einen Teil von APP kodiert, 

33. Transgen nach einem oder mehreren der Anspriiche 31 und 32, wobei das 
5 Transgen die Nukleotidsequenz SEQ ID NO. 8 hat. 

34. Vektor enthaltend ein Transgen nach einem oder mehreren der Anspriiche 31 
bis 33. 

10 35. Vektor nach Anspruch 34, wobei der Vektor die Nukleotidsequenz SEQ. ID 
NO. 9 Oder SEQ ID NO. 12 hat 

36. Verfahren zur Herstellung einer transgenen Zelle, wobei eine Zelle mit einem 
Vektor nach einem oder mehreren der AnsprQche 34 und 35 transfiziert wird. 

15 

37. Verfahren zur Herstellung eines transgenen 0. elegans, wobei ein Transgen 
nach einem oder mehreren der AnsprQche 31 bis 33 in die Gonaden eines C. 
elegans mikroinjiziert wird. 

20 38. Zelle enthaltend ein Transgen nach einem oder mehreren der AnsprQche 31 
bis 33. 

39. Transgener C. elegans enthaltend ein Transgen nach einem oder mehreren 
der Anspriiche 31 bis 33. 

25 

40. Hefezelle enthaltend ein Transgen nach einem oder mehreren der Anspriiche 
31 bis 33. 

41 . Zelle enthaltend 

30 a) ein Transgen nach einem oder mehreren der AnsprQche 31 bis 33; 

b) eine cDNA Bank, und 

c) ein Reporterplasmid. 
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42. Verwendung einer Zelle nach Anspruch 41 zur Identifizierung einer cDNA, die 
fUr eine y-Sekretase kodiert. 

43. Verfahren zur Identifizierung der cDNA einer y-Sekretase. wobei 

1) eIne Zelle nach Anspruch 41 hergestellt und 

2) bestimmt wird, ob zweites Teilprotein gebildet wird. 

44. Venwendung einer Zelle nach Anspruch 41 in einem Verfahren zur 
Identifizierung von Inhibitoren der Aktivitat einer y-Sekretase. 

45. Verfahren zur Identifizienjng von Substanzen, die die Aktivitat einer 
Y-Sekretase inhibieren, wobei das Verfahren die folgenden Verfahrensschritte 
enthait: 

1 . Herstellung eines transgenen nicht-humanen Organismus oder einer 
transgenen Zelle, wobei dertransgene nicht-humane Organismus oder die 
transgene Zelle 

ein Transgen enthait, das folgende Bestandteile hat: 

a) eine erste Nukleotidsequenz, die fUr ein Protein, das die 
AminosSuresequenz GAIIGLMVGGWIATVIVITLVML (SEQ ID 
NO. 1)enthait, kodiert. 

b) am 5'-Ende der ersten Nukleotidsequenz eine zweite 
Nukleotidsequenz, die fUr ein Signalpeptid kodiert und 

c) einen Promoter und 

d) gegebenenfalls weitere nicht-kodierende und/oder kodierende 
Nukleotidsequenzen; und 

ein Reporterplasmid enthait, das eine Proteinbindungsstelle, einen 
Minimalpromotor und ein Reportergen tragt und gegebenenfalls eine 
cDNA, die eine y-Sekretase kodiert, 
wobei 

der transgene nicht-humane Organismus Oder die transgene Zelle das 
Transgen und gegebenenfalls die durch die cDNA kodierte 
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Y-Sekretase exprimiert; 
der transgene nicht-humane Organismus Oder die transgene Zelle mit 
einer zu untersuchenden Substanz inkubiert wird und 
die Menge an zweitem Teilprotein bestimmt wird. 



46. Verfahren zur Identifizierung von Substanzen, die die Aktiyitat einer y- 
Sekretase inhibieren, wobei 

1 . ein Transgen verwendet wird, das folgende Bestandteile enthSIt: 

a) eine erste Nukleotidsequenz. die fOr ein Protein, das die 

AminosauresequenzGAilGLMVGGWIATVIVITLVML (SEQ ID NO. 1) 
enthalt, kodiert, 

b) am 5'-Ende der ersten Nukleotidsequenz eine zweite 
Nukleotidsequenz, die fur ein Signalpeptid kodiert und 

c) einen Promotor und 

d) gegebenenfalls weitere kodierende und/oder nicht-kodierende 
Nukleotidsequenzen; 

2. dieses Transgen und ein Reporterplasmid und gegebenenfalls eine 
cDNA, die flir eine y-Sekretase kodiert, In eine Zelle eingebracht werden und 
das durch das Transgen kodierte Fusionsprotein und gegebenenfalls die 
durch die cDNA kodierte y-Sekretase in Gegenwart einer zu untersuchenden 
Substanz exprimiert werden, 

3. das Fusionsprotein durch in der Zelle vorliegende y-Sekretase Innerhalb 
der Aminosauresequenz SEQ ID NO. 1 entweder 

a) gespalten wird wodurch ein erstes Teilprotein, das die 
Aminosauresequenz GAIIGLI\^VGGW (SEQ ID NO. 2) enthalt und ein 
zweites Teilprotein, das die Aminosauresequenz VIVITLVML (SEQ ID 
NO. 3) enthalt, gebildet werden, oder 

b) nicht gespalten wird, wodurch keine nachweisbare IVIenge an erstem 
und/oder zweitem Teilprotein gebildet wird, 

4. die Menge an zweitem Teilprotein bestimmt wird. 
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47. Ver^hren zur Identifizieaing von Substanzen, die die Alctivitat elner y- 

Sekretase inhibieren, wobei ein Transgen, das fiir ein Fusionspnotein, das ein 
Signalpeptid und die SEQ ID NO. 1 enthSIt, Itodiert, in Gegenwart einer zu 
untersuchenden Substanz exprimiert wird und der Effelct der zu 
untersudienden Substanz auf die Menge an gebiidetem zweitem Teilprotein 
bestimmt wird, wobei das zweite Teilprotein die Aminosduresequenz 
VIVITLVIVIL (SEQ ID NO. 3) enthait. 



48. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels, umfassend ein Verfahren nach 
einem Oder mehreren der Ansprilche 45 bis 47 und schlieBllch die Miscliung 
des identifizierten Inhibitors mit einem pharmazeutisch vertrSgiichen Trager. 

49. Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprQche 45 bis 47, femer 
umfassend die Formulierung des identifizierten Inhibitors in eine 
phannazeutisch vertragliche Form. 

50. Test-Kit zum qualitativen und/oder zur quantitativen Nachwels einer y- 
Sekretase Aktivitat, enthaltend ein Fusionsprotein. das die 
Aminosauresequenz SEQ ID NO. 1 enthait 
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* Bawndan Kaiagorian wn ang^Bbanan Vareffanaicfiungan 

"A' VarMandlehung. d1» den allgeme'nan Stand dar Tactrik daHniart, 
abar nichi ala Eat — ' — — 



Aitaras Ookumanl, dat jadoctt arai am odar nach dam irttamsttonatan 
Anmakiadatum varaflantlicra woidan ist 
V Vartffaotlichung, diagaaignat ist, «ln«n PriorttatsansprucJi zwatfaihafi ar- 
schainan zu lauan, odar durch dia daa VarfitrantUchungadatum ainar 
andaran irr Racharcherbarieftt gtnanntaf) Vardffandichuig baiagt wanlan 
soli odar dta aua ainam ancaran baaondaran Qnjnd angagaban ist <wi8 
auagofOtvt) 

'0^ VardrtantOenima dia «ieh auf aina miindiicha Oflanbaruna 

eino Banutzung, aina Auaataliung odar andara MaSnahmen bazlahl 
*P" VarfiffenWchung. dta vordam inlamatbnalan Anme tdad^m im. abar nach 
darn baaiwpiuchtan Pfiorit&mteUiiw wSWanUlcht wordan al 



1' Sisatcra VerbfTamlictiung, dia nach dam inCamattonaian Anmoldadatum 
Oder dam Priorttitedatum vafdffantbcnt wcrdan ist und mit dar 
Anmaldung nicht toltdiait. aondam nur zum Varstindnts das dar 
Efflndung Zugrundaliaganden Prinzipa ocar dar ihr zugrundaHagendon 
Thaoria angegoban laf 

'X* Vafbflanaichung von besondarar Badeutung: dia baanspnicnte Efflntkmg 
kann attain auTgrund dta Mr Varbffantlichung nicM als nau odar auf 
arflndariach er Tfittgkai baruhand batrachtai werdsn 

"Y* Varonanaietujig venbaaondarar Sadautvmg: dia baanapnjcMa EiflnAmg 
kann nicnt aia auf arlindafiachar Tdllgkatf beruTiand batrachlat 
waidan. wann dia Varbffantttehung mil elner oddr mahreran andaran 
Veronantlichungan diosar Kategona in Varbindung gabracht «M und 
diaaa Varbindung fur ainan Facrvnann naiwiiagand isi 
varoftantiiefujng. dia MHgliad daraaban Patantfamiiia ist 
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